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RESUMO  
 
Alguns componentes alimentares vêm sendo estudados por apresentarem propriedades 
funcionais interessantes atuando como antioxidantes e anti-inflamatórios, atenuando, por 
exemplo, diferentes problemas de saúde decorrentes da obesidade. Dentre eles, a beterraba e 
partes usualmente não consumidas, como talos e folhas, se destacam devido à composição em 
compostos fenólicos com efeitos antioxidantes no organismo. O presente trabalho teve como 
objetivo estudar o efeito de talos e folhas de beterraba (Beta vulgaris L.) desidratados no 
estresse oxidativo e em parâmetros metabólicos envolvidos na gliconeogênese hepática de 
animais experimentais submetidos à dieta hiperlipídica. Este estudo foi dividido em duas 
etapas e os resultados foram apresentados na forma de dois capítulos. No primeiro capítulo 
analisou-se o efeito da suplementação com talos e folhas de beterraba em parâmetros 
oxidativos avaliando a concentração de MDA hepático e a atividade de enzimas hepáticas 
antioxidantes. Camundongos Swiss foram divididos em 6 grupos (n = 5 por grupo): dieta 
controle (CT); dieta controle adicionada de extrato de talos e folhas de beterraba (CTEX); 
dieta controle suplementada com talos e folhas desidratados (CTFL); dieta hiperlipídica (HL); 
dieta hiperlipídica adicionada de extrato de talos e folhas (HLEX); dieta hiperlipídica 
suplementada com folhas e talos desidratados (HLFL), utilizando uma concentração de folhas 
e talos na dieta de 0,5%. Após 8 semanas de experimento, o tecido hepático foi extraído para 
análise de parâmetros relacionados ao estresse oxidativo. Observou-se que a suplementação 
de talos e folhas na dieta hiperlipídica (HLFL) de animais experimentais atenuou o estresse 
oxidativo, uma vez que houve redução (p < 0,05) na atividade das enzimas antioxidantes 
superóxido dismutase e glutationa peroxidase e no MDA hepático. Porém, a suplementação 
no grupo controle não alterou os parâmetros metabólicos avaliados nesse estudo. No segundo 
capítulo foram analisados parâmetros metabólicos relacionados à gliconeogênese e à 
resistência à insulina em animais (n = 8 por grupo) com dieta hiperlipídica suplementada com 
extrato de talos e folhas de beterraba (HLEX), talos e folhas de beterraba desidratados 
(HLFL) e liofilizados (HLLi) durante 8 semanas, utilizando 0,5% de talos e folhas nas 
respectivas dietas. Observou-se que a adição de talos e folhas de beterraba desidratados e 
liofilizados foi capaz de melhorar a resposta insulínica e reduzir a glicemia (p < 0,05) quando 
comparados ao grupo hiperlipídico. Houve uma tendência ao aumento do conteúdo da enzima 
Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) no grupo hiperlipídico quando comparado ao 
grupo controle, sugerindo maior ativação da gliconeogênese nesses animais, e 
  
consequentemente, um prejuízo no metabolismo glicídico. Porém, quando os animais foram 
suplementados com talos e folhas nas três formas (HLEX, HLFL e HLLi), observou-se 
redução (p < 0,05) da atividade da PEPCK, indicando efeito positivo da suplementação 
concomitante à situação de obesidade induzida em camundongos. Assim, conclui-se que talos 
e folhas, podem ser utilizados como coadjuvantes em situações de obesidade visando reduzir 
os danos gerados pelo estresse oxidativo e melhorar os parâmetros relacionados ao 
metabolismo hepático de glicose. Futuras investigações devem ser realizadas com intuito de 
estudar a dose resposta e os componentes com propriedades funcionais específicas presentes 
nos talos e folhas de beterraba. 
 
Palavras-chave: Obesidade; Alimentos funcionais; Estresse oxidativo; Gliconeogênese; 
Compostos fenólicos; Beterraba. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
Some food components have been studied by presenting interesting functional properties, 
acting as antioxidants and anti-inflammatories, attenuating, for example, different health 
problems arising from obesity. Among them, the beetroot and its parts not usually consumed, 
such as stalks and leaves, stand out due to the composition in phenolic compounds with 
antioxidant effects in the body. The present work had as objective to study the effect of 
beetroot stalks and leaves dehydrated (Beta vulgaris L.) on oxidative stress and metabolites 
parameters involved in hepatic gluconeogenesis in experimental animals submitted to high-fat 
diet. This study was divided into 2 stages and the results are presented in the form of 2 
chapters. In the first chapter we analyzed the effect of supplementation with beet stalks and 
leaves on oxidative parameters by evaluating the concentration of hepatic MDA and the 
activity of antioxidant liver enzymes. Swiss mice were divided into 6 groups (n = 5 per 
group): control diet (CT); control diet added of beet stalks and leaves extract (CTEX); Control 
diet supplemented with dehydrated stalks and leaves (CTSL); High-fat diet (HF); High-fat 
diet added with stalks and leaves extract (HFEX); High-fat diet supplemented with 
dehydrated leaves and stalks (HFSL), using a concentration of stalks and leaves in the diet of 
0.5%. After 8 weeks of experiment, the hepatic tissue was extracted for analysis of parameters 
related to oxidative stress. It was observed that the supplementation of stalks and leaves on 
high-fat diet (HFSL) of experimental animals attenuated the oxidative stress, since there was a 
reduction (p < 0.05) on the activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase and 
glutathione peroxidase and hepatic MDA. However, supplementation in the control group did 
not alter the metabolic parameters evaluated in this study. In the second chapter, metabolic 
parameters related to gluconeogenesis and insulin resistance in animals (n = 8 per group) were 
analyzed with a high-fat diet supplemented with beetroot (HFEX) extract, dehydrated stems 
and beet leaves (HFSL) and lyophilized (HFLy) for 8 weeks, using 0.5% stalks and leaves in 
the respective diets. It was observed that the addition of dehydrated and lyophilized stalks and 
leaves of beetroot was able to improve insulin response and reduce blood glucose (p < 0.05) 
when compared to the high-fat group. There was a tendency to increase the content of enzyme 
Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) in the high-fat group when compared to the 
control group, suggesting greater activation of gluconeogenesis in these animals, and 
consequently, a loss in glucose metabolism. However, when the animals were supplemented 
with stalks and leaves in the three forms (HFEX, HFSL and HFLy), there was a reduction (p 
< 0.05) in PEPCK activity, indicating positive effect of concomitant supplementation of 
  
obesity induced in mice. Thus, it is concluded that stalks and leaves can be used as adjuvants 
in obesity situations in order to reduce the damage generated by oxidative stress and improve 
parameters related to hepatic metabolism of glucose. Further research should be carried out in 
order to study the dose response and the components with specific functional properties 
present in stalks and leaves of beetroots. 
 
Keywords: Obesity; Functional foods; Oxidative stress; Gluconeogenesis; Phenolic 
compounds; Beetroot. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
Sabe-se que o desequilíbrio entre a ingestão e o gasto de energia pode resultar em uma 
situação de obesidade. O excesso de energia, nesse caso, é armazenado principalmente no 
tecido adiposo na forma de triglicerídeos. O aumento do acúmulo de gordura no tecido 
adiposo, no fígado e em outros órgãos, predispõe o indivíduo ao desenvolvimento de 
alterações metabólicas consequentes (Spiegelman & Flier, 2001). 
A inflamação presente na obesidade é um processo crucial na patogênese de algumas 
doenças crônicas não transmissíveis, como Doenças Cardiovasculares (DCV) e Doença 
Hepática Gordurosa não Alcoólica (DHGNA). Essa inflamação está diretamente associada ao 
estresse oxidativo decorrente da inflamação crônica sistêmica de baixo grau que ocorre no 
tecido adiposo. O sistema imune inato do tecido adiposo promove o estado pró-inflamatório e 
o estresse oxidativo, desencadeando assim uma resposta de fase aguda sistêmica (Silva & 
Maia, 2013).  
Nesse sentido, componentes alimentares e nutricionais vêm sendo estudados como 
alternativas para intervenção e tratamento dos problemas secundários à obesidade, com intuito 
de aumentar a qualidade de vida e reduzir as taxas de mortalidade (Clifford et al., 2015). 
Alguns compostos naturais isolados a partir de frutas e hortaliças desempenham papel anti-
inflamatório e antioxidante podendo ser usados como coadjuvantes em situações de alterações 
metabólicas, atuando como antioxidantes e hepatoprotetores (Dongiovanni et al., 2016). 
Dentre os alimentos promissores, a beterraba (Beta vulgaris L.) se destaca por possuir 
elevada concentração de compostos fenólicos e outras substâncias com efeitos positivos no 
metabolismo (Kujala et al., 2000; Vulić et al., 2013).  Estudos apontam que o consumo de 
beterraba ou de produtos derivados podem, em função da elevada concentração de nitrato, 
melhorar a performance esportiva, auxiliar no controle do diabetes e no controle da pressão 
arterial (Boorsma et al., 2014; Gilchrist et al., 2014; Jajja et al., 2014). No Brasil, as partes 
usualmente não consumidas, como talos e folhas, são usualmente descartadas, apesar de 
serem alimentos com expressivo conteúdo de compostos fenólicos que apresentam atividade 
antioxidante (Storck et al., 2013). O estímulo ao consumo de partes usualmente não 
consumíveis pode minimizar o desperdício de alimentos e aumentar o aporte nutricional da 
dieta por meio da inclusão de produtos de baixo custo.  
Apesar dessa tendência, estudos com talos e folhas de beterraba são escassos e não há 
na literatura trabalhos que avaliem o seu efeito de talos e folhas nas diferentes situações de 
alterações metabólicas decorrentes da obesidade. Dessa forma, o presente trabalho teve como 
16 
 
objetivo estudar o efeito de talos e folhas de beterraba (Beta vulgaris L.) no estresse oxidativo 
e em parâmetros metabólicos envolvidos na gliconeogênese hepática de animais 
experimentais submetidos à dieta hiperlipídica. Para tanto, o projeto foi dividido em duas 
etapas e os resultados serão apresentados na forma de dois capítulos.   
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. Obesidade 
A obesidade é uma doença crônica de causa multifatorial e dependente da interação de 
fatores genéticos, sociais, comportamentais, metabólicos e culturais. Essa doença se 
caracteriza pelo acúmulo excessivo de tecido adiposo no organismo, que se desenvolve 
patologicamente, quando há um desequilíbrio entre a ingestão energética e o gasto de energia 
(Dang et al., 2011; Tavares et al., 2010). 
Nos últimos anos, a epidemia da obesidade tem sido relatada em nível mundial, tendo 
a maior taxa de prevalência nas ilhas do Pacífico e as menores, na Ásia (PRENTICE, 2006). 
Estimativas mostraram que em 2013, mais de 1,4 bilhão da população mundial adulta 
apresentavam sobrepeso e que, cerca de 500 milhões eram obesas (WHO, 2013). Os dados em 
relação ao Brasil são igualmente alarmantes, pois de acordo com o VIGITEL (2014), 52,5% 
dos brasileiros adultos estavam acima do peso e 17,9% da população estava obesa.  
Em 1953, Kennedy observou que a massa adiposa é controlada por conexões 
neuroendócrinas. Ou seja, no hipotálamo lateral se localiza o “centro da fome”, e, no 
ventromedial, o “centro da saciedade” (Arees & Mayer, 1967). Recentemente, Velloso & 
Schwartz (2011) demonstraram que o controle homeostático do balanço energético corporal é 
realizado por populações específicas de neurônios situados, em sua maior parte, no 
hipotálamo. Portanto, além dos fatores ambientais, a obesidade possui fatores 
neuroendócrinos relacionados à sua patogênese. Ou seja, existem sinalizadores periféricos, 
como hormônios gastrointestinais, nutrientes, insulina e leptina, que informam ao Sistema 
Nervoso Central (SNC) sobre o status energético corporal (Velloso & Schwartz, 2011). 
A leptina é um polipeptídeo produzido pelo tecido adiposo branco e secretado na 
circulação, em níveis proporcionais à massa desse tecido. Ao ser secretada, a leptina atravessa 
a barreira hematoencefálica e se liga aos seus receptores (ObR ou LepR), pertencentes a 
família dos receptores de citocinas da classe 1. Dessa forma é capaz de, por meio de uma alça 
de retroalimentação negativa, modular a atividade de circuitos neuronais controladores da 
massa de tecido adiposo (Sande-Lee & Velloso, 2012). 
A insulina, por sua vez, é produzida e secretada pelas células beta do pâncreas, 
estando aumentada durante as refeições. Além disso, os dois mecanismos de secreção de 
insulina (basal e estimulado) são diretamente proporcionais à adiposidade (Woods & 
D’Alessio, 2008). Esse hormônio, assim como a leptina, também é transportado através da 
18 
 
barreira hematoencefálica e age em receptores expressos predominantemente em neurônios no 
núcleo arqueado do hipotálamo. Assim, ademais da função na regulação do metabolismo da 
glicose, a insulina possui ação central no controle do balanço energético. Enquanto a leptina 
atua por seus efeitos anabólicos sobre tecidos periféricos, a ação hipotalâmica da insulina 
produz efeitos catabólicos (Porte et al., 2005). Além disso, parece haver uma inter-relação 
entre as vias de sinalização da leptina e da insulina, em que a atividade da leptina no 
hipotálamo é modulada positivamente pela insulina e vice-versa (Carvalheira et al., 2002). 
Dessa forma, a resistência à ação desses dois hormônios e sinalizadores periféricos, 
leptina e insulina, no SNC seria uma das principais causas para desenvolvimento da 
obesidade. Ou seja, a resposta inflamatória decorrente do consumo excessivo e crônico de 
alguns nutrientes, como gorduras saturadas, parece ser um dos motivos que pode desencadear 
o processo de resistência hormonal no hipotálamo e, consequentemente, gerar o quadro de 
obesidade (Dandona et al., 2004).  
Portanto, o desequilíbrio hormonal somado às alterações nos fatores metabólicos 
normais leva a um quadro de obesidade, que, consequentemente, aumenta a incidência de 
outras doenças crônicas, como Doenças Cardiovasculares (DCV) e Doença Hepática 
Gordurosa não Alcoólica (DHGNA), e outras incapacidades funcionais, com redução da 
expectativa e da qualidade de vida e aumento da mortalidade (Silva & Maia, 2013).  
 
2.2. Doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) 
 A Doença Hepática Gordurosa não Alcoólica (DHGNA) tem sido evidenciada como 
uma doença hepática caracterizada pelo acúmulo anormal de triglicérides (TG) no fígado com 
ausência do consumo excessivo de álcool (Pan et al., 2014). O excesso de TG hepatocelular 
deriva de várias fontes, incluindo ácidos graxos dietéticos, aumento da lipólise periférica e 
elevação da lipogênese hepática devido à hiperinsulinemia. O principal determinante da 
DHGNA é a resistência à insulina sistêmica (Marchesini et al., 2015). Além disso, a redução 
da secreção lipídica através de lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) e a diminuição 
da oxidação de ácidos graxos, também estão envolvidas no acúmulo de gordura hepática 
(Fabbrini et al., 2008). 
Evidências mostram que uma parte dos pacientes com DHGNA pode desenvolver a 
esteato-hepatite não-alcoólica (EHNA) com alterações histológicas como esteatose, 
inflamação lobular e/ou “ballooning” hepatocelular (Kleiner et al., 2005). Cerca de 20% dos 
pacientes com EHNA podem progredir para cirrose hepática e insuficiência hepática (Ratziu 
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et al., 2014). Na patogênese de EHNA vários fatores são associados a essa condição, tais 
como a peroxidação, o estresse oxidativo secundário a radicais livres produzidos durante a β-
oxidação de ácidos graxos livres, a inflamação desencadeada por endotoxina que ativa o 
TLR4 (Toll like Receptor 4) em células de Kupffer (KCs) e disfunção mitocondrial. Todas 
essas condições levam à inflamação, à danos celulares e à ativação da fibrogênese hepática 
(Anstee et al., 2011). 
A DHGNA é uma doença comum na obesidade e pode ser associada a sinais 
inflamatórios não específicos da hepatite (Ahmed et al., 2015). Cerca de 70% da população 
com DHGNA é obesa e, por isso, é uma patologia com forte associação a outras doenças 
crônicas, também associadas à obesidade, tais como intolerância à glicose, diabetes mellitus 
tipo 2 (DM 2), hipertensão arterial (HA) e hipertrigliceridemia. Dessa forma, a DHGNA pode 
ser considerada uma manifestação hepática da síndrome metabólica (Ahmed et al., 2015). 
  
2.3. Resistência à insulina 
A resistência à insulina é uma condição patológica na qual ocorre redução da 
sensibilidade das células às concentrações normais de insulina secretada (Santos et al., 2008). 
Em condições fisiológicas, a insulina é secretada pelas células beta do pâncreas em resposta 
ao aumento dos níveis de glicose sanguínea após a refeição. Sua sinalização é essencial para o 
metabolismo de carboidratos e lipídeos nas células e é crucial para a regulação homeostática 
da glicose hepática (Lin et al., 2011). 
Porém, em pacientes com quadro de obesidade e síndrome metabólica nota-se um 
aumento expressivo dos ácidos graxos livres e de adipocinas inflamatórias (IL-6 e TNF-), 
bem como hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e resistência à insulina (Milner & Beck, 
2012).  A resistência à insulina é uma disfunção metabólica com alterações intracelulares que 
tem como consequência prejuízos na translocação de vesículas, que contém GLUT4, para a 
membrana, diminuindo a capacidade do músculo esquelético e outros tecidos de captar 
glicose para as células culminando a um estado hiperglicêmico (Castro et al., 2013). 
Os mecanismos para o avanço da resistência à insulina relacionados à obesidade são 
descritos por alterações em certas etapas na sinalização da insulina apresentando redução na 
concentração e atividade quinase do receptor de insulina (IR), da fosforilação de tirosina dos 
substratos de insulina IRS-1 e IRS-2 e redução da atividade de PI3K (Ueno, et al., 2005). 
Entretanto a fosforilação de IRS-1 pode ser tanto em tirosina como em serina. Em situação 
fisiológica, ocorre a fosforilação do receptor de insulina em tirosina e subsequente 
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fosforilação de PI3K. Quando há uma situação de resistência a insulina, o receptor pode 
fosforilar em serina, onde algumas proteínas inflamatórias podem promover esta alteração e 
assim comprometer a atividade de PI3K e translocação do GLUT4 para a membrana 
plasmática (Mayer & Belsham, 2010). 
O excesso de ácidos graxos livres (AGL) também prejudica diretamente o 
metabolismo celular induzindo o desenvolvimento da resistência à insulina. Os AGL 
circulantes ativam proteínas de membrana plasmática, como os TLR-4 (Toll like receptors 4), 
desencadeando a ativação de vias inflamatórias que vão interferir na captação de glicose pela 
sinalização da insulina (Gao et al., 2004; . Dasu & Jialal, 2010). 
O quadro de resistência à insulina apresenta diferentes repercussões nos tecidos 
corporais. No fígado, por exemplo, ocorre diminuição da glicogênese, e um aumento na 
glicogenólise, lipólise e gliconeogênese, essa última devido à perda na ação que a insulina 
exerce sobre FOXO1, levando, então, a maior transcrição de genes das principais enzimas da 
via gliconeogênica, dentre elas a PEPCK (McArdle et al., 2013).   
  Assim, observa-se que a resistência à insulina associada à obesidade está relacionada 
aos mecanismos moleculares envolvidos no aumento do tecido adiposo e no consumo elevado 
de gorduras saturadas na dieta. Esse último se destaca por ser um dos principais fatores para 
ativação de vias moleculares com ações inflamatórias que intercedem na fosforilação 
intracelular dos substratos dos receptores de insulina. Dessa forma, recomenda-se diminuição 
do consumo de gorduras saturadas como forma de prevenir e/ou tratar a obesidade, a 
inflamação sistêmica e o desenvolvimento de resistência à insulina (Freitas et al., 2014). 
Além disso, estudos sugerem que para a manutenção do peso e diminuição do 
desenvolvimento de doenças metabólicas associadas, a dieta deve ser equilibrada em 
macronutrientes e conter, de forma abundante, frutas, hortaliças, grãos integrais, leguminosas, 
peixes, azeite, probióticos, vitamina C, vitamina E e fitoquímicos (Sofi et al., 2010; Aurora et 
al., 2013; Mente et al., 2009). Isso se deve ao fato de que muitos desses alimentos possuem 
compostos bioativos, os quais, se consumidos regularmente podem auxiliar na redução dos 
riscos de desenvolvimento de algumas doenças e de suas complicações (Mathew et al., 2011). 
 
2.4. Compostos bioativos 
Segundo a legislação brasileira não existe definição de alimento funcional, e sim a 
alegação de propriedade funcional e de propriedade de saúde (Brasil, 1999b). Essa legislação 
estabelece diretrizes para a utilização dos alimentos, bem como as condições de registro para 
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os alimentos com essas alegações. O alimento ou ingrediente que alegar propriedade 
funcional e/ou de saúde pode, além de exercer suas funções básicas quando se tratar de 
nutriente, produzir efeitos metabólicos, fisiológicos e/ou outros efeitos benéficos à saúde, 
devendo ser seguro para consumo sem a supervisão médica (Brasil, 1999a, 1999b). 
Portanto, alimentos industrializados com apelo de propriedades funcionais são 
alimentos que provêm da oportunidade de combinar produtos comestíveis com moléculas 
biologicamente ativas, como estratégia para atenuar distúrbios metabólicos, resultando em 
redução dos riscos de doenças e manutenção da saúde (Hasler, 1998). Alimentos com 
propriedades funcionais são, portanto, todos os alimentos ou bebidas que, consumidos na 
alimentação cotidiana, podem trazer benefícios fisiológicos específicos devido à presença de 
compostos bioativos (Cândido & Campos, 2005). Conforme previsto na legislação, estes 
compostos devem ser consumidos com parcimônia visando perfil de segurança adequado e 
não devem apresentar risco de toxicidade ou efeitos adversos ao organismo (Bagchi et al., 
2004). 
Segundo Kruger & Mann (2003), dentre as substâncias com propriedades funcionais e 
benefícios à saúde destacam-se alicinas presentes no alho, carotenóides e flavonóides 
encontrados em frutas e hortaliças, glucosinolatos encontrados nos vegetais crucíferos e 
ácidos graxos poli-insaturados presentes em óleos vegetais e óleo de peixe. Os compostos 
fenólicos também são considerados compostos bioativos e se caracterizam por serem 
metabólitos secundários abundantes em hortaliças, frutas, azeite, vinho e chás. A estrutura 
química de um fenólico é definida como substância que possui anel aromático com um ou 
mais substituintes hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais (Lee et al., 2005).  
Esses compostos estão divididos em quatro grandes grupos: as lignanas, os estilbenos, 
os flavonóides e seus derivados, e os ácidos fenólicos e cumarinas (Soares, 2002; Williamson 
& Manach, 2005). Sendo que os grupos dos flavonoides e dos ácidos fenólicos são os 
principais. Dentro dos ácidos fenólicos existem os derivados do ácido benzóico, tais como 
ácido gentísico, gálico, vanílico, siríngico, salicílico, protocatequínico e p-hidroxibenzóico, e 
os derivados do ácido cinâmico, como o cinâmico, caféico, ferúlico, sinápico e p-cumárico, 
que estão presentes, como por exemplo, no café, nos tomates, em vinhos, em cervejas e em 
cereais matinais. (Williamson & Manach, 2005) (Figura 1). 
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Figura 1. Compostos fenólicos e seus grupos 
 
Os compostos fenólicos podem participar dos processos de sinalização celular, 
atuando sobre proteínas, enzimas e fatores de transcrição de vias metabólicas. Essas ações se 
devem à semelhança estrutural com algumas moléculas sinalizadoras e efetoras, além de 
serem conhecidos como potentes antioxidantes in vitro (Yeh & Yen, 2006; Giovanni et al., 
2007).  
Um dos alimentos com propriedades funcionais interessantes em função da presença 
de compostos bioativos é a beterraba vermelha (Beta vulgaris L.). Essa hortaliça contém uma 
grande quantidade de betalaínas, derivadas a partir do ácido betalâmico, que caracteriza sua 
pigmentação. Dentro da família das betalaínas, há duas classes de compostos: as betaxantinas, 
com pigmentação amarela e as betacianinas, com pigmentação vermelha. A presença de 
betalaínas e de diferentes compostos fenólicos na beterraba confere a este vegetal 
propriedades antioxidantes com comprovada eficiência contra os danos gerados pelo estresse 
oxidativo (Krajka-Kuźniak et al., 2012). A beterraba ainda contém pequenas concentrações de 
carotenóides e ácido ascórbico, que potencializam a sua capacidade antioxidante (Wootton-
Beard & Ryan, 2011). 
 
2.5. Beterraba (Beta vulgaris L.) 
A Beterraba (Beta vulgaris L.) é uma hortaliça tradicional no mundo todo, muito 
utilizada para produção de sucos e como fonte de pigmentos alimentares naturais. Devido à 
sua composição em betalaínas e compostos fenólicos, está classificada entre as 10 hortaliças 
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mais potentes no que se diz respeito à atividade antioxidante (Liu et al., 2008; Vinson, et al., 
1998). Além disso, possui nutrientes que proporcionam promoção à saúde, tais como, 
potássio, magnésio, ácido fólico, ferro, zinco, cálcio, fósforo, sódio, niacina, biotina, vitamina 
B6 e fibras alimentares (Wooton-Beard & Ryan, 2011), além do nitrato. 
O efeito benéfico da beterraba em determinados aspectos metabólicos tem sido 
estudado nos últimos anos. Ao adicionar beterraba desidratada na dieta de ratos Wistar, 
Wroblewska et al. (2011), observaram efeito positivo à quantidade de gordura saturada 
presente na dieta (8% de banha de porco). Outros estudos avaliaram o efeito da beterraba e de 
alguns de seus derivados no estresse oxidativo e na inflamação mostrando efeito positivo 
associado ao seu consumo (Kujawska et al., 2009; Lu et al., 2009; Vulić et al., 2014).  
Kujawaska et al. (2009) observaram que o pré-tratamento com suco de beterraba pode atenuar 
o estresse oxidativo induzido por xenobióticos em ratos através da restauração da atividade de 
algumas enzimas antioxidantes no fígado. De acordo com Lu et al. (2009) as betalaínas 
presentes na beterraba oferecem um promissor agente radioprotetor com forte atividade 
antioxidante. Recentemente, Vulić et al. (2014) demonstraram que o bagaço da beterraba após 
processamento do suco possui uma atividade antiradical e hepatoprotetora eficiente. Portanto, 
conforme relatado por Clifford et al. (2015), a suplementação com beterraba pode trazer 
efeitos positivos em diferentes aspectos da saúde e de doença, além de ser um produto 
econômico, prático e importante do ponto de vista de intervenção dietética natural (Clifford et 
al., 2015).  
Por outro lado, além dos benefícios da raiz de beterraba, pode-se afirmar que o 
consumo de partes usualmente não consumidas da beterraba, como casca e bagaço, também 
poderia ser promissor, se considerada sua expressiva concentração de compostos fenólicos e 
outras substâncias com atividade antioxidante (Kujala et al., 2000; Vulić et al., 2013). Um dos 
únicos trabalhos que avaliou a concentração de fenólicos em talos e folhas de beterraba 
observou que os talos de beterraba possuíam 43,87 mg de polifenóis totais/100g de produto, 
enquanto as folhas, 28,99 mg de polifenóis totais/100g de produto (resultados expressos em 
base úmida) (Storck et al., 2013). Estudos preliminares realizados por nosso grupo de 
pesquisa mostrou que folhas e talos de beterraba possuem atividade antioxidante quando 
avaliada pelos métodos FRAP e DPPH. Essa propriedade foi correlacionada com a 
concentração de compostos fenólicos presentes nesses produtos (artigo submetido à 
publicação). Nesse trabalho, as folhas e talos de beterraba foram submetidos ao processo de 
desidratação utilizando forno convencional em quatro combinações de tempo e temperatura, 
com intuito de simular uma condição de utilização doméstica. Os resultados mostraram que 
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apesar de haver perda na concentração de compostos fenólicos e consequentemente na 
atividade antioxidante, a condição 180 ºC por 45 minutos foi a que apresentou o menor 
percentual de perda (p < 0,05).  
O consumo de partes usualmente não consumidas pode ser também benéfico para a 
saúde devido aos demais componentes presentes. De acordo com Pereira (2003) o teor de 
fibra alimentar total encontrado nas folhas e talos de beterrabas foi de 10,7% e 3,1%, 
respectivamente. A parte aérea da beterraba (folhas e talos) também é rica em ferro (40 
mg/100g), sódio (130 mg/100g), potássio (570 mg/100g) e vitamina A (6.100 UI/100g) 
(Tivelli et al., 2011). 
Diante das propriedades nutricionais citadas, pode-se afirmar que partes usualmente 
não utilizadas, tais como talos e folhas, poderiam ser consumidas com intuito de enriquecer a 
alimentação da população, aumentando assim o valor nutricional das refeições (Souza et al., 
2007). Em contrapartida, a utilização integral dos alimentos pode, além de incrementar a 
culinária diária, evitar o desperdício e permitir o acesso a alimentos de baixo custo como parte 
de uma dieta habitual e saudável. Sendo assim, o presente projeto objetivou estudar o efeito 
de talos e folhas de beterraba (Beta vulgaris L.) desidratados no metabolismo de animais 
experimentais submetidos à dieta hiperlipídica para indução da obesidade. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1  Objetivo Geral 
Estudar o efeito de talos e folhas de beterraba (Beta vulgaris L.) no estresse oxidativo 
e em parâmetros metabólicos envolvidos na gliconeogênese hepática de animais 
experimentais submetidos à dieta hiperlipídica.  
 
3.2 Objetivos Específicos 
 Analisar a composição centesimal de talos e folhas de beterraba  desidratados; 
 Avaliar a concentração e caracterizar os compostos fenólicos do extrato obtido a partir 
de talos e folhas de beterraba desidratados; 
 Estudar o efeito antioxidante das folhas e talos desidratados e de seu extrato em 
camundongos Swiss submetidos à dieta hiperlipídica; 
 Estudar os parâmetros metabólicos periféricos, a modulação de vias gliconeogênicas e 
a ativação de proteínas de vias inflamatórias no fígado em camundongos Swiss 
submetidos à dieta hiperlipídica suplementadas com talos e folhas de beterraba 
desidratados por 2 processos: forno e liofilizado. 
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4 CAPÍTULO 1  
*Artigo submetido à revista Food Research International 
 
EFEITO DE TALOS E FOLHAS DE BETERRABA (Beta vulgaris L.) NO 
ESTRESSE OXIDATIVO DE ANIMAIS SUBMETIDOS À DIETA 
HIPERLIPÍDICA 
 
RESUMO 
 
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de talos e folhas de beterraba no estresse 
oxidativo utilizando modelo experimental de obesidade induzido por dieta hiperlipídica. Os 
animais foram divididos em seis grupos: dieta controle (CT), dieta controle adicionada de 
extrato de talos e folhas de beterraba (CTEX); dieta controle suplementada com folhas e talos 
desidratados (CTFL); dieta hiperlipídica (HL); dieta hiperlipídica adicionada de extrato de 
talos e folhas (HLEX); dieta hiperlipídica suplementada com folhas e talos desidratados 
(HLFL). Os grupos EX receberam 1,71 mg EAG/100g dieta e os grupos FL, 0,9 mg 
EAG/100g de dieta. O peso dos animais foi maior no grupo HL em relação grupo CT após a 
3
a
 semana de experimento. Após 8 semanas, observou-se menor valor de glicemia nos 
animais do grupo CT em comparação ao grupo HL, e redução da glicemia do grupo HLFL em 
relação ao HL. A suplementação com talos e folhas de beterraba desidratados reduziu o 
estresse oxidativo nos animais que receberam a dieta hiperlipídica, observado por meio de 
redução na concentração de MDA hepático, redução na atividade da Glutationa peroxidase 
(GPx) e da Glutationa redutase (GR). Portanto, a suplementação da dieta com talos e folhas de 
beterraba, em situação de obesidade, pode contribuir para atenuar o estresse oxidativo e 
melhorar os parâmetros metabólicos envolvidos na inflamação sistêmica de camundongos. 
 
Palavras-chave: Alimentos funcionais; Compostos fenólicos; Oxidação lipídica; Enzimas 
antioxidantes; Beterraba; Desperdício de alimentos. 
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ABSTRACT 
 
The aim of the present study was to evaluate the effect of beetroot stalks and leaves on 
oxidative stress in mice fed a high-fat diet. The animals were divided into six groups: control 
diet (CT), control diet with beet stalk and leaf extract (CTEX); control diet with dehydrated 
beet stalks and leaves (CTSL); high-fat diet (HF); high-fat diet with beet stalk and leaf extract 
(HFEX); high-fat diet with dehydrated beet stalks and leaves (HFSL). The EX groups 
received 1.7 mg Gallic Acid Equivalent (GAE)/100g diet and the SL group 0.9 mg GAE/100g 
diet. After 8 weeks, fasting blood glucose was reduced in the HFSL group compared to the 
HF group. Oxidative stress biomarkers were lower after supplementation with HFSL, as 
shown by a reduction in hepatic malondialdehyde levels and in Glutathione peroxidase (GPx) 
and Glutathione reductase (GR) activity. The use of beetroot stalks and leaves may attenuate 
the deleterious effects of a high-fat diet on blood glucose metabolism and on oxidative stress 
in mice. 
 
Key-words: Functional foods; Phenolic compounds; Lipid oxidation; Antioxidant enzymes; 
Beetroot; Food waste. 
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4.1  Introdução 
A obesidade é uma doença associada à inflamação crônica sistêmica de baixo grau que, 
por sua vez, está fortemente relacionada ao estresse oxidativo (Marseglia et al., 2015). O 
quadro de inflamação crônica está associado à produção de citocinas inflamatórias, ativação 
de vias de estresse celular e, consequentemente, estado pró-inflamatório sistêmico de fase 
aguda e estresse oxidativo (Reuter et al., 2010). 
A prevenção ou o retardo do processo oxidativo gerado pela inflamação crônica 
sistêmica se dá por meio dos antioxidantes endógenos e exógenos. O sistema antioxidante 
endógeno se caracteriza pelas defesas antioxidantes celulares, e pode ser enzimático ou não 
enzimático. Dentre os componentes antioxidantes endógenos destacam-se as enzimas 
hepáticas, tais como Superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), Glutationa redutase (GR) 
e Glutationa peroxidase (GPx), além de algumas vitaminas e minerais. Essas enzimas 
compõem o sistema natural de detoxificação das espécies reativas celulares, principalmente 
de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio (Halliwell, 2012; Savini et al., 2013). Por outro 
lado, os antioxidantes exógenos são representados pelos compostos alimentares e/ou 
alimentos com potencial antioxidante. A atuação conjunta dos antioxidantes endógenos e 
exógenos promove neutralização das espécies reativas, e assim, causam um efeito protetor 
sobre as células do organismo (Mathew et al., 2011). 
Portanto, quando há uma situação de inflamação crônica sistêmica decorrente do 
quadro de obesidade ocorre maior suscetibilidade do organismo ao dano oxidativo, pois os 
antioxidantes endógenos, com destaque para superóxido dismutase (SOD), Glutationa 
Peroxidase (GPx) e catalase (CAT), vitamina E, vitamina C, e β-caroteno, ficam com 
atividade reduzida (Amirkhizi et al., 2007). Dessa forma, a suplementação com antioxidantes 
por meio da alimentação ou de suplementos pode auxiliar na redução do estresse oxidativo e 
diminuir o risco de complicações relacionadas à obesidade (Furukawa et al., 2004). 
Assim, umas das estratégias para controlar ou reduzir o estresse oxidativo, causado 
pela obesidade seria restaurar o equilíbrio redox do corpo (Bigornia et al., 2010) que poderia 
ser potencializado por meio de compostos com ação antioxidante na dieta (Sofi et al., 2010). 
Os compostos antioxidantes exógenos, que também desempenham papel anti-inflamatório, 
como polifenóis, algumas vitaminas e minerais estão presentes em hortaliças, frutas, vinho e 
chás (Valko et al., 2006; Williamson & Manach, 2005). 
A Beterraba vermelha (Beta vulgaris L.), por exemplo, se destaca como uma hortaliça 
tradicional consumida no mundo todo, sendo fonte de compostos antioxidantes com elevada 
concentração de betalaínas, uma classe de derivativos de ácido betalâmico, que lhe confere 
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cor característica (Lee et al., 2014). A presença de betalaínas e de diferentes compostos 
fenólicos na beterraba confere a este vegetal propriedades antioxidantes com eficiência contra 
os danos gerados pelo estresse oxidativo (Krajka-Kuźniak et al., 2012). 
Atualmente, estudos com a raiz de beterraba destacam o papel do nitrato, presente em 
sua composição na performance esportiva (Boorsma, Whitfield & Spriet, 2014; Pinna et al., 
2014; Thompson et al., 2015), na redução da pressão arterial (Jajja et al., 2014; Lara et al., 
2016) e, mais recentemente, no diabetes mellitus tipo 2 (Gilchrist et al., 2014). Alguns estudos 
demonstraram ainda efeito positivo da beterraba e de alguns de seus derivados no estresse 
oxidativo e na inflamação (Kujawska et al., 2009; Vulić et al., 2014). Recentemente, Clifford 
et al. (2015), concluíram que a suplementação com beterraba é uma área nova de pesquisa que 
pode trazer efeitos positivos em diferentes aspectos da saúde e de doença, além de ser, um 
produto econômico, prático e importante do ponto de vista de intervenção dietética natural 
(Clifford et al., 2015). 
 Contudo, apesar das evidências com a raiz da beterraba, poucos trabalhos objetivam 
estudar as partes usualmente não consumidas da beterraba, tais como talos e folhas. Essas 
partes poderiam ser consumidas com intuito de reduzir o desperdício de alimentos e aumentar 
o valor nutricional das refeições (Souza et al., 2007). Além disso, em estudo recente Koubaier 
et al. (2014), mostrou que talos de beterraba possuem compostos fenólicos com expressivo 
potencial antioxidante. Portanto, a inclusão de talos e folhas de beterraba como parte de uma 
dieta saudável poderia servir como estratégia para reforçar as defesas antioxidantes 
endógenas, ajudando a proteger componentes celulares do dano oxidativo (Kannan & Jain, 
2000).  
Diante desse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de talos e 
folhas de beterraba no estresse oxidativo utilizando camundongos Swiss em situação de 
obesidade induzida por dieta hiperlipídica. 
 
4.2 Materiais e Métodos 
Os talos e folhas de beterraba (Beta vulgaris) foram obtidos em uma horta orgânica na 
cidade de Limeira - SP. 
Utilizaram-se animais experimentais do tipo camundongos Swiss provenientes do 
Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) (aprovado pelo Comitê de ética em pesquisa 
da UNICAMP sob protocolo: 3206-1). 
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- Processo de desidratação 
As folhas e talos de beterraba foram higienizados e o excesso de umidade foi retirado 
em temperatura ambiente. Em seguida, as folhas e talos foram dispostos em formas de 
alumínio e levadas ao forno (Clarice – rainha - Pinhalzinho, Brasil) pré-aquecido a 180 oC por 
5 minutos. Após análises prévias para definição do melhor tempo e temperatura para secagem 
da amostra, definiu-se por trabalhar a 180 ºC durante 45 minutos. A temperatura foi fixada a 
partir da indicação no painel do equipamento e o tempo, em cronômetro digital. Após a 
desidratação, as amostras foram homogeneizadas utilizando-se um almofariz e armazenadas 
em embalagens hermeticamente fechadas em freezer a -80 ºC. 
- Obtenção dos extratos de folhas e talos de beterraba submetida ao processo de cocção 
Para o preparo dos extratos de folhas e talos de beterraba in natura, submetidas ao 
processo de cocção pesou-se 2,5 ± 0,1g de amostra em tubos tipo falcon e adicionou-se 20 mL 
de etanol (p.a.), agitando-se em agitador de tubos (Phoenix luferco AP56) por 5 minutos. Em 
seguida, centrifugou-se (Centrifuga 5810 R - Alemanha) a 4000 rpm por 15 minutos em 
temperatura ambiente (25 ± 1 °C). Após a centrifugação, filtrou-se o sobrenadante em papel 
filtro (Papel filtro - Whatman n
o
 3) e adicionou-se mais 20 mL de etanol (p.a.) ao resíduo, 
repetindo-se o processo de agitação, centrifugação e filtração nas mesmas condições. Os 
extratos obtidos nas duas etapas do processo foram homogeneizados e o volume, completado 
para 50 mL em balão volumétrico utilizando-se etanol (p.a). Os extratos foram armazenados 
em frascos de vidro âmbar envolvidos com papel alumínio a -80 °C até o momento das 
análises. O extrato obtido foi usado para análise da concentração de fenólicos totais na 
amostra, bem como para suplementação da dieta do grupo controle e experimental, conforme 
descrição abaixo. 
- Análise da concentração de compostos fenólicos totais 
Para quantificar a concentração de compostos fenólicos totais nos extratos de folhas e 
talos de beterraba utilizou-se o método de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton et al. 
(1999). Preparou se o reagente Folin-Ciocalteau (33,3 mL de Folin-Ciocalteau e 66,6 mL de 
água ultrapura) e uma solução de Na2CO3 a 7,5% e reservou. Adicionou-se 20 µL de amostra 
(extrato) em cada poço da microplaca e, em seguida, 100 µL do reagente de Folin-Ciocalteau. 
Deixou reagir em ausência de luz por 5 minutos a temperatura ambiente. Após o tempo de 
incubação adicionou-se 80 µL de Na2CO3 a 7,5% e incubou por mais 30 minutos em ambiente 
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escuro. Realizou-se leitura a 750 nm utilizando-se leitor de microplacas (Microplate 
Spectrophotometer, BIOTEK - Winooski, EUA). Para a realização da curva padrão, utilizou-
se soluções com concentrações crescentes de ácido gálico (AG) diluído em etanol (500 
µg.mL
-1
), variando de 50 a 300 µL.mL
-1
. Os resultados foram expressos em mg EAG/g 
amostra seca. 
- Composição centesimal 
O teor de umidade dos talos e folhas desidratados foi determinado por secagem em 
estufa a vácuo a 100 °C, até peso constante da amostra. O conteúdo de resíduo mineral fixo 
foi analisado por incineração da amostra em chapa aquecedora e secagem em mufla a 550°C 
até obtenção do peso constante. A concentração de proteínas foi determinada de acordo com o 
método micro-Kjeldahl, utilizando-se o fator 6,25 para conversão do nitrogênio total. Os 
lipídios foram extraídos conforme descrito por Blight e Dyer (1959). O teor de fibra alimentar 
foi determinado pelo método enzímico-gravimétrico de Prosky et al. (1988). O teor de 
carboidratos foi calculado por diferença e o valor energético, calculado multiplicando-se os 
teores de proteínas e carboidratos por 4 e o teor de lipídios por 9. 
- Protocolo experimental 
Para o teste experimental foram utilizados camundongos da linhagem Swiss de 21 dias 
(recém-desmamados), provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP. Os animais 
foram mantidos nas condições ambientais por 1 semana (3 semanas) até o início do 
experimento. Os animais foram separados em gaiolas individualizadas, pesados e divididos 
em dois grupos com média de peso e desvio padrão semelhantes. O grupo controle recebeu 
dieta com distribuição normal de macronutrientes e normolipídica (77,25% de carboidratos; 
12,14% de proteínas e 10,61% de lipídios) e o grupo experimental recebeu dieta hiperlipídica 
(26,75% de carboidratos; 12,36% de proteínas e 60,89% de lipídios) (Tabela 1).  
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Tabela 1. Composição da dieta controle e hiperlipídica 
Ingredientes 
Hiperlipídica 60% Controle (g) 
Rica em 
saturados 
(g) 
Folhas e 
talos 
desidratados 
Extrato 
de folhas 
e talos 
Controle 
(g) 
Folhas e 
talos 
desidratados 
Extrato de 
folhas e 
talos 
Amido 20 20 20 410,7 410,7 410,7 
Caseína 161 161 161 110 110 110 
Farinha de 
trigo 
240 240 240 200 200 200 
Extrato de 
talos e folhas 
de beterraba 
-- -- 190 mL -- -- 190 mL 
Folhas e talos 
de beterraba 
desidratados 
-- 5 -- -- 5 -- 
Amido de 
Milho 
dextrinizado 
39,1 39,1 39,1 115 115 115 
Sacarose 100 100 100 25 25 25 
Óleo de soja 40 40 40 40 40 40 
Banha de 
porco 
300 300 300 - - - 
Celulose 
microfibra 
(fibra) 
50 45 50 50 50 50 
Mistura de 
minerais 
35 35 35 35 35 35 
Mistura de 
vitaminas 
10 10 10 10 10 10 
L-cistina 2,4 2,4 2,4 1,8 1,8 1,8 
Bitartarato de 
colina 
2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000 
 
Os animais do grupo controle (animais com dieta controle) foram então divididos em 
3 subgrupos: a) (CT) grupo controle (n=5); b) (CTEX) grupo controle com dieta contendo 
extrato de folhas e talos de beterraba desidratados (n=5) ; e c) (CTFL) grupo controle com 
dieta contendo folhas e talos de beterraba desidratados (n=5). Paralelamente, os animais com 
dieta hiperlipídica também foram divididos em 3 subgrupos: a) (HL) grupo controle 
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hiperlipídico (n=5); b) (HLEX) grupo hiperlipídico com dieta contendo extrato de folhas e 
talos de beterraba desidratados (n=5); e c) (HLFL) grupo hiperlipídico com dieta contendo 
folhas e talos de beterraba desidratados (n=5). O experimento teve duração de 8 semanas 
(Figura 1).  
 
Figura 1. Protocolo experimental  
 
Os talos e folhas de beterraba desidratados foram adicionados na proporção de 0,5% 
(p/p) utilizando-se como referência os resultados de compostos fenólicos totais feitos 
previamente. O extrato apresentou uma concentração referente a 1,81 mg EAG/g amostra 
seca. Ou seja, ao adicionar 0,5% de talos e folhas de beterraba desidratados, as dietas 
continham aproximadamente 0,9 mg EAG/100g de dieta (CTFL e HLFL). Em relação às 
dietas dos grupos CTEX e HLEX adicionaram-se 19 mL de extrato para cada 100g de dieta, 
ou seja, ao final as dietas desses grupos continham 1,71 mg EAG/100g de dieta. A 
concentração de compostos fenólicos totais apesar de não ter sido semelhante entre as dietas 
dos grupos com extrato e com folha, porém, essa quantidade foi previamente testada visando 
obter uma dieta com características físicas similares às dietas do grupo CT e grupo HL. 
Os animais tiveram livre acesso a dieta e à água durante todo o experimento e 
permaneceram em ambiente com temperatura controlada e ciclo de luz de 12 horas. O peso 
dos animais e da ingestão alimentar foram aferidos em balança analítica (Mark 500, Bel 
Engeenering, Itália) uma vez por semana durante as 8 semanas de experimento. 
Ao final do experimento, os animais tiveram a glicemia avaliada por meio de monitor 
de glicose (Glicômetro, Accu-check, Performa - Roche, Alemanha) e, em seguida, foram 
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anestesiados com uma solução de Cetamina de Sódio (0,1g/Kg), Diazepam (5mg/Kg) e 
Xilazina (3mg/Kg). Após a perda dos reflexos de pata e córnea, os animais foram decaptados 
e o sangue foi coletado. O tecido hepático de cada animal foi extraído, pesado, colocado em 
tubos tipo falcon e armazenados em freezer -80 ºC para posteriores análises. O sangue dos 
animais, coletado por decaptação, foi centrifugado logo após a sua coleta (Centrifuga 5417R – 
Eppendorf, EUA) a temperatura ambiente (25  1 oC) a 3500 rpm por 30 minutos. O plasma 
sobrenadante foi armazenado em microtubos a -80 ºC até análises posteriores. 
 
- Concentração de MDA 
A concentração de MDA no tecido hepático foi determinada por meio de 
cromatografia líquida de alta eficiência (Agilent Technologies 1200 series - Santa Clara, 
EUA) conectada a um computador. Para tanto, preparou-se um homogenato de fígado em 
tampão fosfato de sódio (pH 7,4). O conjugado MDA-TBA (20 µL) foi injetado em uma 
coluna analítica de fase reversa C18 Luna (250 mm x 4.6 mm; 5 mm – Phenomenex, 
Torrance, USA) com pré-coluna LC8-D8 (Phenomenex AJ0-1287 – Torrance, EUA) e 
quantificado fluoremetricamente a uma excitação de 515 nm e emissão de 543 nm. O fluxo 
foi de 1 mL/min com fase móvel constituída de 60% tampão fosfato de potássio 10 mM pH 
7.0 e 40% metanol. Foi preparada uma curva de calibração utilizando TEP (tetraetoxi-
propano) em concentrações crescentes (0,5 a 15 µmol). Para cada amostra feita no HPLC foi 
preparado um branco com água ultra pura e um controle externo constituído pelo TEP, na 
concentração de 5 µmol. 
 
- Dosagem de colesterol total 
O colesterol total sérico foi determinado por kit da Laborlab. Pipetou-se 250 µL do 
reagente em cada poço da microplaca e, em seguida, 3 µL de amostra. O procedimento foi 
realizado em triplicata. Retirou-se as bolhas e deixou reagir em ausência de luz por 10 
minutos a temperatura ambiente. Após o tempo de incubação realizou-se leitura a 505 nm 
utilizando-se leitor de microplacas (Microplate Spectrophotometer, BIOTEK - Winooski, 
EUA). Para a realização da curva padrão, utilizou-se soluções com concentrações crescentes 
da solução padrão diluída em NaCl (0,9%), variando de 6,66 a 200 mg/dL. Os resultados 
foram expressos em mg/dL. 
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- Determinação da atividade de enzimas antioxidantes 
 Para a determinação da atividade das enzimas antioxidantes utilizou-se tampão fosfato 
de potássio 0,1M (pH 7,4) para diluição das amostras de homogenato de fígado (1:10). A 
concentração de proteínas dos homogenato foi determinada por meio do método de Bradford 
(1976) e expressa em mg de proteínas/g amostra. 
- Glutationa peroxidase (GPx) 
Para determinação da atividade da GPx utilizou-se técnica descrita por Flohe & 
Gunzler (1984), com algumas modificações (Silva et al., 2013). A reação envolveu a oxidação 
da glutationa por meio da reação com peróxido de hidrogênio. Os resultados foram analisados 
em leitor de microplacas (Multi-Detection microplate reader, Synergy - BIOTEK, Winooski, 
EUA) a 365nm por 10 minutos em intervalos de 1 minuto. A atividade da enzima foi definida 
como nmol NADPH consumido por minuto por mg de proteína.  
 - Glutationa total (GSH) 
A análise da atividade da glutationa total foi realizada por meio da reação com reativo 
DTNB (20mg em 5 mL de metanol) (Silva et al., 2013). Para tanto, foi feita uma curva padrão 
com GSH em concentrações variando de 0 a 500 nmol/mL. A reação envolveu 2 etapas 
analisadas por meio de leitor de microplacas (Multi-Detection microplate reader, Synergy -
BIOTEK, Winooski, EUA) a 412 nm com intervalo de 15 minutos entres as leituras. 
 - Glutationa redutase (GR) 
Para análise da atividade da GR utilizou-se a técnica descrita por Carlberg e 
Mannervick (1985) com algumas modificações (Silva et al., 2013), que envolve a redução da 
glutationa oxidada por meio da reação com NADPH. Os resultados foram analisados em leitor 
de microplacas (Multi-Detection microplate reader, Synergy -BIOTEK, Winooski, VT) a 340 
nm por 10 minutos em intervalos de 1 minuto. Os resultados foram expressos em Unidades de 
GR por miligrama de proteína. 
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 - Superóxido dismutase (SOD) 
Para analisar a atividade da SOD, utilizou-se a técnica descrita por Winterbourn et al., 
(1995) com algumas modificações (Silva et al., 2013).  Os resultados foram analisados em 
leitor de microplacas (Microplate Spectrophotometer, BIOTEK - Winooski, EUA) a 560 nm 
por 10 minutos em intervalos de 1 minuto e expressos em unidade de SOD por miligrama de 
proteína. 
- Análise estatística 
Os resultados foram apresentados como media  desvio padrão (DP). Após teste de 
normalidade dos dados (Shapiro-Wilk test), os resultados foram analisados por análise de 
Variância (ANOVA) de comparações múltiplas, a 95% de confiança, para verificar as 
diferenças entre grupos. Os gráficos e análise estatística foram feitos utilizando-se o Programa 
GraphPad Prism software versão 5.00 (Trial). 
 
4.3 Resultados e Discussões 
- Composição dos talos e folhas de beterraba 
A composição centesimal dos talos e folhas de beterraba após desidratação em forno 
convencional está descrita na Tabela 2. Observou-se elevado teor de umidade ainda na 
amostra desidratada (31,62% ± 3,39), com consequente redução na concentração dos demais 
nutrientes analisados. A composição centesimal de talos e folhas de beterraba foi avaliada em 
2013 por Storck et al., que observaram mais de 90% de umidade nos talos e folhas in natura 
e, em torno de 1,5% de proteínas. As diferenças entre as concentrações podem ser justificadas 
em função do estado da matéria-prima (in natura ou previamente desidratado), além das 
questões inerentes ao cultivo da planta, clima, solo, entre outras. 
 
Tabela 2 - Composição centesimal de talos e folhas de beterrabas (Beta vulgaris) 
desidratadas expressos em base seca g/100g (Média ± Desvio padrão). 
Amostra   Umidade     Cinzas  Fibras Proteínas      Lipídeos Carboidratos* 
Talos e 
Folhas 
desidratados 
31,62 ± 3,39 11,11 ± 4,07 0,34 ± 0,05  0,59 ± 0,08        0,2 ± 0,00        56,14 
* Carboidratos totais obtidos por diferença. 
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- Concentração de fenólicos 
A concentração de fenólicos totais nas amostras de folhas e talos de beterraba, após 
desidratação (180 ºC por 45 minutos) foi de 90,38 µg EAG/mL de extrato, equivalente a 1,81 
mg EAG/g de folhas e talos desidratados (valores expressos em base seca). De acordo com 
estudo conduzido por Bergamaschi (2010), a quantidade de compostos fenólicos no extrato de 
talos de beterraba in natura foi de 56,92 mg EAG/mL. Assim como a concentração de 
nutrientes varia com as condições cultivo da hortaliça, o mesmo ocorre para os compostos 
fenólicos, os quais também podem ser alterados em concentração em função do uso ou não de 
pesticidas, por exemplo.  
A concentração e identificação dos tipos de compostos fenólicos presentes nos talos 
foi publicado por Koubaier et al. em 2014. Os autores observaram que os compostos da raiz 
são diferentes dos talos sendo que os talos apresentaram maior conteúdo de fenólicos totais do 
que as raízes. Em relação aos pigmentos, encontraram 11,0 ± 0,5 mg de equivalente de 
betanina.g
-1
 de extrato e 10,4 ± 0,8 mg de equivalente de vulgaxantina I. g
-1
 de extrato. 
Estudos como o de Koubaier et al. (2014) são importantes para que seja possível associar os 
possíveis efeitos à susbtância ativa da matéria-prima. Contudo, no presente estudo não foi 
possível realizar estudo de caracterização e quantificação dos diferentes tipos de compostos 
fenólicos que podem estar presentes nos talos e folhas de beterraba utilizados. 
 
- Ganho de peso, glicemia e colesterol total 
A dieta hiperlipídica, usada no presente trabalho, foi capaz de induzir os animais à 
obesidade, havendo diferença (p < 0,05) entre o ganho de peso dos animais do grupo CT 
(15,16 g ± 1,27) em comparação aos animais do grupo que recebeu dieta hiperlipídica (HL) 
(29,38 g ± 2,78) ao final de 8 semanas. Contudo, não houve diferença significativa entre os 
grupos que receberam o extrato e/ou folhas e talos desidratados (p > 0,05), apesar de observar 
uma tendência à redução do ganho de peso dos animais com dieta hiperlipídica ao final do 
experimento (Figure 2). Apesar de haver diferença no peso, o consumo de dieta não diferiu (p 
> 0,05) entre os grupos, sendo a média de consumo de dieta igual a 4,69 g/dia.  
A concentração de glicose sanguínea foi menor ao final do experimento nos animais 
do grupo CT (232,4 mg/dL ± 17,81) em comparação ao grupo HL (277 mg/dL ± 73,09) (p < 
0,05). A adição de folhas e talos desidratados no grupo HLFL provocou redução da glicemia 
(208,75 mg/dL ± 48) quando comparado aos animais do grupo HL (277 mg/dL ± 73,09) (p < 
0,05) (Figura 3).  
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Figura 2. Peso dos animais obtido por meio da diferença entre o peso final (9 semanas) e 
peso inicial dos animais de cada grupo (n=5 por grupo). CT: grupo controle; CTEX: grupo 
controle suplementado com extrato; CTFL: grupo controle suplementado com talos e folhas 
de beterraba desidratados; HL: hiperlipídico; HLEX: hiperlipídico suplementado com extrato; 
HLFL: hiperlipídico suplementado com talos e folhas de beterraba desidratados.  
*
 Diferença estatística (p < 0,05). 
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Figura 3.  Glicemia (mg/dl) de jejum dos animais ao final do experimento (9 semanas) (n=4 – 
5 por grupo). CT: grupo controle; CTEX: grupo controle suplementado com extrato; CTFL: 
grupo controle suplementado com talos e folhas de beterraba desidratados; HL: hiperlipídico; 
HLEX: hiperlipídico suplementado com extrato; HLFL: hiperlipídico suplementado com talos 
e folhas de beterraba desidratados.  
*
 Diferença estatística (p < 0,05). 
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A indução da obesidade por meio da dieta hiperlipídica promoveu aumento dos níveis 
séricos de colesterol total nos animais HL quando comparados ao grupo CT (p < 0,05). 
Porém, houve redução (p < 0,05) nos níveis de colesterol sérico quando os animais 
submetidos à dieta HL (329,27 mg/dL ± 21,34) receberam folhas e talos desidratados na dieta 
(HLFL) (294,72 mg/dL ± 34,20) ou na forma de extrato (HLEX) 309,14 mg/dL ±  11,07) 
(Figure 4). 
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Figura 4. Concentração de colesterol total (mg/dl) no plasma dos animais ao final do 
experimento (9 semanas) (n = 4 – 5 por grupo). CT: grupo controle; CTEX: grupo controle 
suplementado com extrato; CTFL: grupo controle suplementado com talos e folhas de 
beterraba desidratados; HL: hiperlipídico; HLEX: hiperlipídico suplementado com extrato; 
HLFL: hiperlipídico suplementado com talos e folhas de beterraba desidratados.  
*
 Diferença estatística (p < 0,05). 
 
Sabe-se que animais alimentados com dieta rica em carboidratos e com alto teor de 
gordura durante 8 semanas produzem obesidade abdominal, desenvolvem tolerância à glicose 
prejudicada, além de hipertensão, dislipidemia, inflamação, disfunção endotelial e fibrose 
cardíaca, juntamente com aumento da rigidez cardíaca (Panchal, Poudyal, Arumugam, & 
Brown, 2011; Poudyal, Campbell, & Brown, 2010). Da mesma forma, a dieta hiperlipídica 
utilizada no presente estudo foi capaz de induzir a obesidade e causar transtornos metabólicos 
consequentes observados por meio da glicemia e colesterol alterados ao final do experimento. 
Entretanto, quando os animais receberam as folhas e os talos desidratados na dieta 
hiperlipídica esses parâmetros metabólicos foram reduzidos. 
 Apesar de não haver estudos que avaliaram a influência de talos e folhas de beterraba 
como forma de intervenção associativa à dieta hiperlipídica, pode-se sugerir que os compostos 
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fenólicos presentes nos talos e folhas de beterraba tenham produzido efeitos benéficos aos 
animais. Isso porque, as betalaínas e os compostos fenólicos que existem nas beterrabas 
(Singh & Hathan, 2014), bem como nos talos (Koubaier et al., 2014) têm sido relacionados ao 
aumento da resistência das lipoproteínas de baixa densidade (LDL) à oxidação e prevenção do 
câncer e de doenças cardiovasculares, por reduzir o efeito oxidativo dos radicais livres sobre 
os lipídios (Singh & Hathan, 2014; Tesoriere et al., 2004). A utilização de erva mate em dieta 
hiperlipídica promoveu redução nos valores de colesterol, estando associada à elevada 
concentração de fenólicos nesse produto (Bravo et al., 2014). Recentemente, Liu et al. (2016) 
também estudou o efeito da infusão de diferentes tipos de chás na hiperglicemia, 
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia induzidas por uma dieta rica em gordura em 
camundongos. Os autores observaram efeitos positivos dos polifenóis na redução do ganho de 
peso corporal e no acúmulo de tecido adiposo, bem como na redução dos parâmetros 
metabólicos estudados (Liu et al., 2016). 
 
- Oxidação lipídica 
Ao analisar os níveis de oxidação lipídica, utilizando análise de MDA por HPLC, 
observou-se que a adição de folhas e talos desidratados (HLFL) ou na forma de extrato 
(HLEX) na dieta hiperlipídica foi capaz de reduzir (p < 0,05) a concentração de MDA 
hepático (0,99  0,20; 1,61  0,36 Mol MDA/mg proteína, respectivamente) nos animais ao 
final do experimento, quando comparados ao grupo HL (2,36  0,98 Mol MDA/mg 
proteína). De acordo com Khan et al. (2016), a diminuição dos níveis de MDA após a 
suplementação com compostos antioxidantes, como licopeno por exemplo, foi capaz de 
promover efeito positivo contra o estresse oxidativo. Os compostos fenólicos podem ter 
atuado como antioxidantes naturais exógenos, reduzindo ou minimizando o estresse oxidativo 
decorrente da obesidade (Kaur, 2014; Warolin et al., 2013; Karaouzene et al., 2011). Os 
antioxidantes exógenos podem, portanto, atuarem nas vias intracelulares que promovem o 
estresse oxidativo, inibindo alguns dos mecanismos bioquímicos envolvidos nesse processo, 
tais como geração de superóxido a partir de NADPH oxidases (Nox), fosforilação oxidativa, 
autoxidação de gliceraldeído, ativação da proteína quinase C (PKC) e vias de poliol e 
hexosamina (Sies, H.; Stahl, W.; Sevanian, 2005; Dandona et al., 2010; Serra et al., 2012). 
Contudo, observa-se que mais estudos são necessários para que as vias e as enzimas 
envolvidas sejam elucidadas e melhor compreendidas, pois as diferentes condições utilizadas 
na metodologia do trabalho podem gerar resultados distintos.   
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- Enzimas hepáticas antioxidantes 
 
- Glutationa peroxidase (GPX) 
A adição de talos e folhas de beterrabas na dieta dos animais hiperlipídicos foi capaz 
de reduzir os níveis da atividade da GPx (p < 0,05) em relação ao grupo HL (6,4  0,78 nmol 
NADPH consumido/min/mg de proteína) (Figura 5).   
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Figura 5. Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx) no tecido hepático dos animais, 
ao final do experimento (n= 4 - 5 por grupo). CT: grupo controle; CTEX: grupo controle 
suplementado com extrato; CTFL: grupo controle suplementado com talos e folhas de 
beterraba desidratados; HL: hiperlipídico; HLEX: hiperlipídico suplementado com extrato; 
HLFL: hiperlipídico suplementado com talos e folhas de beterraba desidratados.  
*
 Diferença estatística (p < 0,05). 
 
- Glutationa redutase (GR) 
A respeito da atividade da Glutationa Redutase (GR) houve aumento da atividade da 
enzima nos animais do grupo HL (4,95  0,39 nmol NADPH consumido/min/mg proteína) (p 
< 0,05) em comparação ao CT (3,61  0,45 nmol NADPH consumido/min/mg proteína). Os 
compostos fenólicos presentes nos talos e folhas de beterraba desidratados foram capazes de 
reduzir a atividade dessa enzima no tecido hepático dos animais com dieta hiperlipídica 
(Figure 3D). Esse resultado foi significante (p < 0,05), para o grupo HLFL (2,91  1,00 nmol 
NADPH consumido/min/mg proteína) em comparação ao HL.  
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Figura 6. Atividade da enzima Glutationa Redutase (GR) no tecido hepático dos animais, ao 
final do experimento (n= 4 - 5 por grupo). CT: grupo controle; CTEX: grupo controle 
suplementado com extrato; CTFL: grupo controle suplementado com talos e folhas de 
beterraba desidratados; HL: hiperlipídico; HLEX: hiperlipídico suplementado com extrato; 
HLFL: hiperlipídico suplementado com talos e folhas de beterraba desidratados. 
*
 Diferença estatística (p < 0,05). 
 
 - Glutationa total  
A atividade da Glutationa total não apresentou diferença estatística entre os grupos, apesar 
do valor do grupo HLEX (22,01  1,43 nmol glutationa/mg proteína) ser menor que o grupo 
HL (26,66  4,17 nmol glutationa/mg proteína) (Figura 7).  
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Figura 7. Atividade da Glutationa Total no tecido hepático dos animais, ao final do 
experimento (n= 4 - 5 por grupo). CT: grupo controle; CTEX: grupo controle suplementado 
com extrato; CTFL: grupo controle suplementado com talos e folhas de beterraba 
desidratados; HL: hiperlipídico; HLEX: hiperlipídico suplementado com extrato; HLFL: 
hiperlipídico suplementado com talos e folhas de beterraba desidratados.  
*
 Diferença estatística (p < 0,05). 
 
- Superóxido dismutase (SOD) 
Ao analisar a atividade das enzimas antioxidantes hepáticas, observou-se que ao final 
do experimento, houve redução da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) nos animais 
que receberam talos e folhas de beterraba desidratados (CTFL) para a dieta controle (CT) 
(12,01  4,33; 18,73  2,53 SOD mg/proteína, respectivamente) (p < 0,05). Porém, não houve 
diferença entre os animais dos demais grupos (p > 0,05) (Figura 8). 
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Figura 8. Atividade da enzima Superóxido Dismutase (SOD) no tecido hepático dos animais, 
ao final do experimento (n= 4 - 5 por grupo). CT: grupo controle; CTEX: grupo controle 
suplementado com extrato; CTFL: grupo controle suplementado com talos e folhas de 
beterraba desidratados; HL: hiperlipídico; HLEX: hiperlipídico suplementado com extrato; 
HLFL: hiperlipídico suplementado com talos e folhas de beterraba desidratados.  
*
 Diferença estatística (p < 0,05). 
 
Em relação ao aumento da atividade da GPx e GR nos animais do grupo HL, observa-
se que quando as células são expostas ao estresse oxidativo, ocorre aumento da atividade e a 
expressão de enzimas antioxidantes como um mecanismo compensatório para melhor 
protegê-las dos danos induzidos pelos radicais livres (Rodriguez et al., 2004) gerados na 
obesidade. Uma das principais enzimas antioxidantes envolvidas na neutralização do ânion 
superóxido (O2) e do radical hidroxila (OH

) é a glutationa peroxidase (GPx), além da 
superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Halliwell & Gutteridge, 1999). Assim, 
alimentos com propriedades antioxidantes, como a beterraba, reduzem o estresse oxidativo em 
função dos compostos fenólicos e outros que possui (Burton-Freeman, 2010). Portanto, pode-
se afirmar que a adição dos compostos fenólicos das folhas e talos de beterraba, nas condições 
do presente estudo, atenuou o estresse oxidativo e auxiliou na recuperação da atividade das 
enzimas antioxidantes. Os antioxidantes podem ter atuado como coadjuvantes no sistema, 
reduzindo a atividade das enzimas antioxidantes hepáticas recrutadas nessa situação. 
Corroborando com esses resultados, Macedo et al. (2013), ao suplementarem animais 
induzidos ao estresse oxidativo com resveratrol, por meio de vinho com altas concentrações 
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desse composto fenólico, observaram diminuição da atividade de enzimas antioxidantes 
quando receberam suplementação.  
Em geral, os estudos observam redução nos biomarcadores de estresse oxidativo como 
níveis de MDA, concomitante a redução da atividade das enzimas antioxidantes (Assunção et 
al., 2009; Estruch et al., 2011; Kasdallah-Grissa et al., 2006). Porém, alguns estudos são 
controversos para essa tendência, como por exemplo, o estudo de Macedo et al. (2013), que 
pode se associar à dose, forma de administração e ao tempo do experimento.  
 
4.4 Conclusões 
O aproveitamento de alimentos não convencionais, como talos e folhas de beterraba, 
além de reduzir o desperdício de alimentos pode aumentar a concentração de compostos 
fenólicos da dieta, sendo uma importante fonte de antioxidantes exógenos com baixo custo. A 
utilização de talos e folhas de beterraba como parte de uma dieta balanceada em animais 
induzidos à obesidade pode contribuir para atenuar o estresse oxidativo e melhorar os 
parâmetros metabólicos envolvidos na inflamação sistêmica. Contudo, o efeito da dose e da 
forma de administração ainda precisa ser mais explorado para melhor compreensão das vias 
metabólicas envolvidas nesse processo.  
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5 CAPÍTULO 2  
 
AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS METABÓLICOS E DA GLICONEOGÊNESE 
HEPÁTICA DE ANIMAIS SUBMETIDOS À DIETA HIPERLIPÍDICA 
SUPLEMENTADA COM TALOS E FOLHAS DE BETERRABA (Beta vulgaris L.) 
 
RESUMO 
 
O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da suplementação de talos e folhas de 
beterraba (Beta vulgaris L.) em parâmetros metabólicos e na função hepática de animais 
experimentais submetidos à dieta hiperlipídica. Os animais foram divididos em quatro grupos: 
dieta controle (CT); dieta hiperlipídica (HL); dieta hiperlipídica adicionada de extrato de talos 
e folhas (HLEX); dieta hiperlipídica suplementada com folhas e talos desidratados (HLFL) e 
dieta hiperlipídica suplementada com folhas e talos liofilizados (HLLi). As dietas dos grupos 
HLFL e HLEX possuíam 4,5 mg EAG/100g de dieta, enquanto os animais que receberam a 
dieta liofilizada (HLLi) receberam em torno de 4,4 mg EAG/100g de dieta. Após 8 semanas 
de experimento observou-se maior (p < 0,05) ganho de peso nos animais do grupo HL em 
comparação aos animais do grupo CT e essa diferença se deu a partir da 3
a
 semana de 
experimento. Através da histologia do tecido hepático dos animais, vimos a presença de 
triglicerídeos no fígado dos animais que receberam dieta hiperlipídica (HL) e uma diminuição 
da presença de TG no fígado dos animais que receberam suplementação com talos e folhas de 
beterraba na forma de extrato (HLEX), desidratados (HLFL) e liofilizados (HLLi).  O 
tratamento com talos e folhas de beterraba tanto desidratados em forno (HLFL) quanto 
liofilizados (HLLi), verificou-se que essa suplementação diminuiu significativamente a 
glicemia de jejum e a intolerância à glicose. Em relação às proteínas da gliconeogênese 
hepática, verificou-se que o tratamento com talos e folhas de beterraba na forma de extrato 
(HLEX), desidratados (HLFL) e liofilizados (HLLi) diminuiu a expressão da proteína PEPCK 
(p < 0,05). 
 
Palavras-chave: Obesidade; Compostos fenólicos; Desperdício de alimentos; 
Gliconeogênese; Beterraba; Resistência à insulina. 
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ABSTRACT 
 
The objective of the present study was to study the effect of beetroot stalks and leaves 
(Beta vulgaris L.) supplementation on metabolic parameters and hepatic function of 
experimental animals subjected to a high-fat diet. The animals were divided into four 
groups: control diet (CT); High-fat diet (HF); High-fat diet added with beet stalk and leaf 
extract (HFEX); High-fat diet supplemented with dehydrated stalks and leaves (HFSL) 
and a high-fat diet supplemented with lyophilized stalks and leaves (HFLy).  The diet of 
the HFSL and HFEX groups had 4.5 mg EAG/100g diet, while the diet of the HFLy group 
had around 4.4 mg EAG/100g diet. After 8 weeks of the experiment, a greater weight gain 
(p < 0.05) was observed in the animals from HL group compared to the animals from CT 
group, and this difference started to occur from the 3rd week of experiment. Through the 
hepatic tissue histology of animals, it was noticed the presence of triglycerides (TG) in the 
liver of the animals that received high-fat diet (HL) and a decrease of TG in the liver of 
the animals that received supplementation with beet stalks and leaves  in the form of 
extract (HFEX), dehydrated (HFSL), and lyophilized (HFLy) preparations. It was found 
that treatment with both dehydrated (HFSL) and lyophilized beetroot stems (HFLy) 
significantly decreased fasting glycemia and glucose intolerance. Regarding hepatic 
gluconeogenesis proteins, treatment with HFEX, HFFL and HFLy reduced the expression 
of PEPCK protein (p < 0.05). 
 
Key-words: Obesity; Phenolic compounds; Food waste; Gluconeogenesis; Beetroot; 
Insulin resistance. 
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5.1 Introdução 
A obesidade se caracteriza por ser uma condição de excesso de gordura corporal, sendo 
estimado pelo índice de massa corporal (IMC) em um ambiente clínico (Paniagua, 2016). 
Atualmente, é uma doença tratada como problema de saúde pública que afeta em maior ou 
menor proporção todos os grupos demográficos. Essa preocupação está relacionada com o 
desenvolvimento consequente de doenças crônicas e incapacidades funcionais em indivíduos 
obesos (Ahmed et al., 2015).  
Dentre as doenças frequentemente relacionadas à obesidade destaca-se o diabetes 
mellitus tipo 2 (DM2). O DM2 pode ser decorrente da evolução do quadro de intolerância à 
glicose observado na síndrome metabólica, a qual também se associa ao ganho de peso 
excessivo e ao sedentarismo (WHO, 2014). Além do DM2, a Doença Hepática Gordurosa 
Não Alcóolica (DHGNA) é uma patologia com forte associação à obesidade, bem como a 
outras doenças crônicas como intolerância à glicose, diabetes mellitus tipo 2 (DM 2), 
hipertensão arterial (HA) e hipertrigliceridemia (Ahmed et al., 2015). Pacientes com 
DHGNA, geralmente obesos, apresentam aumento expressivo dos ácidos graxos livres 
decorrentes da lipólise excessiva. Esse quadro da DHGNA pode gerar resistência hepática à 
insulina, bem como à hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia (Pan et al., 2014), 
desenvolvendo, como consequência, o DM2.  
Portanto, o acúmulo de gordura visceral e a resistência à insulina se correlacionam 
com a gravidade da DHGNA em indivíduos obesos e não obesos (Eguchi et al., 2006). Apesar 
de não haver um tratamento definitivo para a DHGNA, o principal objetivo da terapêutica, 
nesse caso, é reverter a progressão da esteatose hepática e prevenir outras doença relacionadas 
ao fígado (Ahmed et al.,2015; Dam-Larsen et al., 2004). Assim, de forma geral, uma das 
alternativas para tentar minimizar os diferentes problemas decorrentes da obesidade seria a 
mudança do estilo de vida associada às alterações dietéticas e nutricionais que promovam 
melhoria da qualidade na dieta habitual (Pan et al., 2014; Rolls, 2010).  
Atualmente, diversos achados comprovam os benefícios de uma dieta rica em frutas e 
legumes para a saúde (Mirmiran et al., 2009; Williamson & Manach et al., 2005; Freedman et 
al., 2007), em função da presença de compostos bioativos, que podem agregar benefícios além 
das recomendações dietéticas normais. Nesse sentido, a beterraba é um alimento que possui 
diferentes compostos com propriedades funcionais e que vem sendo estudado recentemente 
(Ninfali & Angelino, 2013). Essa hortaliça contém uma classe específica de antioxidantes 
denominada betalaínas, que demonstraram ser anticancerígenas e possuírem potencial anti-
inflamatório (Lee et al., 2005). 
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Apesar de haver alguns estudos demonstrando efeitos positivos do consumo da raiz 
e/ou de seus derivados na saúde humana (Coles & Clifton, 2012; Clifford et al., 2016; d'El-
Rei et al., 2016), não há estudos que explorem os benefícios para a saúde de partes 
usualmente não utilizadas na dieta, como talos e folhas de beterraba. Entretanto, 
recentemente, Koubaier et al. (2014) mostraram que talos e folhas de beterraba apresentam 
importantes concentrações de compostos fenólicos com potencial antioxidante (Storck et al., 
2013). Sendo assim, talos e folhas de hortaliças, como a beterraba, poderiam ser utilizados 
como alimentos de baixo custo visando aumentar o valor nutricional da dieta habitual (Souza 
et al., 2007), contribuindo ainda para reduzir o desperdício de alimentos. 
Diante do exposto, folhas e talos de beterraba podem trazer benefícios para a saúde de 
indivíduos obesos, melhorando parâmetros metabólicos envolvidos na gliconeogênese e na 
função hepática, em função de seus compostos bioativos com propriedades antioxidantes. 
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da suplementação de talos e 
folhas de beterraba (Beta vulgaris L.) em parâmetros metabólicos e na função hepática de 
animais experimentais submetidos à dieta hiperlipídica.      
 
5.2 Materiais e Métodos 
Os talos e folhas de beterraba (Beta vulgaris L.) foram obtidos em uma horta orgânica 
na cidade de Limeira - SP. 
Utilizaram-se animais experimentais do tipo camundongos Swiss provenientes do 
Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) (Aprovado pela comissão do Comitê de Ética 
no Uso de Animais – CEUA, UNICAMP, sob Protocolo: 4239-1). 
- Processo de desidratação 
As folhas e talos foram higienizados, picados e o excesso de umidade foi retirado em 
temperatura ambiente. Em seguida, as folhas e talos foram dispostos em formas de alumínio e 
levadas ao forno (Clarice - rainha - Pinhalzinho/SC, Brasil) pré-aquecido por 5 minutos. A 
temperatura e tempos usados para desidratação foram: 180 ºC durante 45 minutos, fixadas a 
partir da indicação no painel do equipamento. A outra parte foi disposta em bandejas de 
alumínio, previamente ultracongeladas e submetidas ao processo de liofilização (Liobras - 
São Carlos/SP, Brasil). Após desidratação por ambos os processos, o material foi armazenado 
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em embalagens hermeticamente fechadas em freezer a -80 ºC. Uma parte do material 
desidratado em forno foi separada para obtenção do extrato de talos e folhas.  
- Obtenção dos extratos de folhas e talos de beterraba desidratados em forno e 
liofilizados 
Após o processo de desidratação em forno convencional e liofilizado, foram pesados 1 
g de amostra (seca) em tubos tipo falcon e, em seguida, foram adicionados 10 mL de água 
destilada mantendo-os sob agitação em vórtex por 5 minutos. Logo após, as amostras foram 
colocadas em banho de ultrassom (Elmasonic P, Analítica, Alemanha) por 30 minutos e 
posteriormente foram centrifugadas a 11000 rpm por 15 minutos a 4
o
C (Centrifuga 5810 R, 
Alemanha). Após centrifugação, o sobrenadante foi filtrado (Papel filtro, Whatmann nº 3) e 
recolhido em balão volumétrico. Ao resíduo, adicionou-se novamente 10 mL de etanol 80%, 
repetindo-se o processo de agitação, ultrassom, centrifugação e filtração nas mesmas 
condições da primeira etapa. Os extratos obtidos nas duas etapas do processo foram 
homogeneizados e o volume, completado para 20 mL com etanol 80% em balão volumétrico. 
Os extratos foram armazenados em frascos de vidro de cor âmbar em freezer a -80 ºC até as 
análises subsequentes.  
- Análise da concentração de compostos fenólicos totais 
Para quantificar a concentração de compostos fenólicos totais nos extratos de folhas e 
talos de beterraba utilizou-se o método de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton et al. 
(1999). Preparou-se o reagente Folin-Ciocalteau (33,3 mL de Folin-Ciocalteau e 66,6 mL de 
água ultrapura) e uma solução de Na2CO3 a 7,5% e reservou. Adicionou-se 20 µL de amostra 
(extrato) em cada poço da microplaca e, em seguida, 100 µL do reagente de Folin-Ciocalteau. 
Deixou reagir em ausência de luz por 5 minutos a temperatura ambiente. Após o tempo de 
incubação adicionou-se 80 µL de Na2CO3 a 7,5% e incubou por mais 30 minutos em ambiente 
escuro. Realizou-se leitura a 750 nm utilizando-se leitor de microplacas (Microplate 
Spectrophotometer, Biotek, Winooski, EUA). Para a realização da curva padrão, utilizou-se 
soluções com concentrações crescentes de ácido gálico (AG) diluído em etanol (500 µg/mL), 
variando de 50 a 300 µL/mL. Os resultados foram expressos em mg EAG/g amostra seca. 
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- Identificação dos compostos presentes nas amostras por UHPLC-MS/MS  
 A análise dos compostos presentes no extrato de talos e folhas de beterraba 
desidratados em forno foi realizada utilizando UHPLC-MS/MS 8040 (Shimadzu, Kyoto, 
Japão) que consiste num sistema de cromatografia líquida acoplado a um espectrómetro de 
massa triplo-quadrupolo equipado com uma fonte de ionização por electropulverização (ESI). 
A separação cromatográfica foi realizada numa coluna C18 (Kinetex 2,6 μm, 3,0 mm i.d., 100 
mm, Phenomenex, Califórnia, EUA) utilizando uma fase móvel binária. O solvente A foi água 
acidificada (ácido fórmico a 0,1%) e o solvente B foi acetonitrila acidificado (ácido fórmico a 
0,1%). A eluição em gradiente a 40 °C foi a seguinte: 0 min: 98% A; 5,00 min: 98% A; 15,00 
min: 85% A; 20,00 min: 80% A; 25,00 min: 65% A; 30,00 min: 20% A; 34,00 min: 20% A; 
35,00 min: 98% A; 40,00 min: 98%, a um caudal de 0,3 mL/min. Os picos foram monitorados 
entre 260 nm e 535 nm. A temperatura do auto-amostrador foi mantida a 10 °C e o volume de 
injeção foi de 10 μL. 
Os parâmetros fonte ESI foram os seguintes: tensão capilar, -3,5 kV; a temperatura do 
bloco de aquecimento, 500 °C; a temperatura da linha de dessolvação, 250 °C; o fluxo de gás 
de secagem (N2), 10 L/min; o fluxo de gás de nebulização (N2), 1,5 L/min; a colisão induziu 
pressão de gás de dissociação (ar), 224 kPa. Para cada composto, foi recolhido o primeiro ESI 
(-) - MS/MS para a sua molécula desprotonada [M-H] - e dois dos seus produtos mais 
seletivos foram escolhidos para transições MRM usando 20 ms de tempo de permanência. Os 
dados foram adquiridos e processados pelo software Labsolution (versão 5.53 SP2, 
Shimadzu). 
 
- Determinação da concentração de compostos fenólicos por HPLC  
As análises dos compostos presentes nos talos e folhas da beterraba desidratados em 
forno convencional e liofilizados foram realizadas por cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC) em um sistema Jasco (Tókio, Japão) de cromatografia, composto por uma bomba de 
líquidos, misturador de fase móvel, desgaseificador, forno de coluna termoelétrico e detector 
UV-Vis. A separação dos compostos foi realizada utilizando uma adaptação do método 
desenvolvido por Rostagno et al. (2011) utilizando uma coluna tipo Fused-core (Kinetex C18, 
2,6 µm, 100 A, 100×4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, EUA).  
Os picos foram integrados a 320 nm. A coluna foi mantida em temperatura ambiente e 
fluxo a 1,2 mL/min. A fase móvel foi composta de água ultrapura (Direct 8, Millipore, 
Bedford, MA, EUA) com 1% de ácido fosfórico v/v (solvente A) e acetonitrila com 1% de 
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ácido fosfórico v/v (solvente B). O perfil de gradiente foi: 2 min, 88% A; 4 min, 80% A; 6 
min, 70% A; 8 min 40% A; 10 min, 20% A; 13 min, 20% A e 14 min, 95% A. O equilíbrio 
entre as análises foi de 3 minutos e o volume de injeção de 5 µL de amostras filtradas em 
filtros nylon, diâmetro 25 mm, poro 0,20 µm (Analítica, Barueri, SP).  
Após comparação dos tempos de retenção dos picos obtidos na análise por HPLC dos 
extratos com o padrão, identificou-se o composto vitexina 2-ramnosídeo. A curva de 
calibração desse composto foi preparada a partir de uma solução 100 mg/L para atingir as 
concentrações de 100, 50, 25, 2.5, 1, 0.5 ppm, e representando graficamente concentração 
versus área. A análise foi realizada em duplicata e os resultados expressos como média. A 
concentração de compostos fenólicos na amostra desidratada em forno e liofilizada foi 
calculada com base na integração dos picos dos cromatogramas. 
 
- Protocolo experimental 
Em função dos resultados obtidos na 1ª etapa do trabalho, descritos no Capítulo 1 
dessa Dissertação, definiu-se por avaliar o efeito da suplementação de talos e folhas de 
beterraba apenas no grupo com dieta hiperlipídica. Para isso, optou-se por estudar o efeito do 
extrato de talos e folhas desidratados em forno, das folhas e talos desidratados em forno e das 
folhas e talos liofilizados na dieta hiperlipídica. 
Dessa forma, para o teste experimental foram utilizados 40 camundongos da linhagem 
Swiss de 21 dias (recém-desmamados), provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP. 
Os animais foram mantidos nas condições ambientais por 3 semanas até o início do 
experimento. Os animais foram separados em gaiolas individualizadas, pesados e divididos 
em dois grupos com média de peso e desvio padrão semelhantes. O grupo controle recebeu 
dieta com distribuição normal de macronutrientes (77,25% de carboidratos, 12,14% de 
proteínas e 10,61% de lipídios) e o grupo experimental recebeu dieta hiperlipídica (26,75% de 
carboidratos, 12,36% de proteínas e 60,89% de lipídios). Calculou-se também o valor 
nutricional da dieta controle e da dieta hiperlipídica (Tabela 1). 
Para a suplementação das dietas, os talos e folhas de beterraba desidratados foram 
adicionados na proporção de 0,5% (p/p). Ou seja, utilizou-se como referência os resultados 
obtidos para a concentração de fenólicos totais nas folhas desidratadas em forno e liofilizadas. 
Dessa forma, as dieta dos grupos HLFL e HLEX possuíam 4,5 mg EAG/100g de dieta, 
enquanto os animais que receberam a dieta liofilizada receberam em torno de 4,4 mg 
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EAG/100g de dieta, havendo semelhança na concentração de compostos fenólicos totais entre 
as dietas.  
 
Tabela 1. Composição da dieta controle e hiperlipídica 
Ingredientes Controle 
Hiperlipídica 60% 
Rica em 
saturados 
(g) 
Folhas e 
talos forno 
0,5% 
Extrato 
de talos e 
folhas 
Folhas e talos 
Liofilizada 
0,5% 
Amido 410,7 20 20 20 20 
Caseína 110 161 161 161 161 
Farinha de trigo 200 240 240 240 240 
Extrato -- -- -- 100 mL -- 
Folhas e talos -- -- 5 -- 5 
Amido de Milho 
dextrinizado 
115 39,1 39,1 39,1 39,1 
Sacarose 25 100 100 100 100 
Óleo de soja 40 40 40 40 40 
Banha de porco - 300 300 300 300 
Celulose microfibra 
(fibra) 
50 50 45 50 45 
Mistura de 
minerais 
35 35 35 35 35 
Mistura de 
vitaminas 
10 10 10 10 10 
L-cistina 1,8 2,4 2,4 2,4 2,4 
Bitartarato de 
colina 
2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
Total 1000 1000 1000 1000 1000 
 
Os animais foram divididos nos seguintes grupos: a) (CT) grupo controle (n = 8); b) 
(HL) grupo controle hiperlipídico (n = 8); c) (HLEX) grupo hiperlipídico com dieta contendo 
extrato de folhas e talos de beterraba desidratados (n = 8); d) (HLFL) grupo hiperlipídico com 
dieta contendo folhas e talos de beterraba desidratados (n = 8); e) (HLLi) grupo hiperlipídico 
com dieta contendo folhas e talos de beterraba liofilizados (n = 8). O experimento teve 
duração de 8 semanas (Figura 1). 
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Figura 1. Protocolo experimental 
 
A dieta e água foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento. Os animais 
permaneceram em ambiente com temperatura controlada (25 ºC  1 ºC) e ciclo de luz de 12 
horas. Para pesagem dos animais e análise da ingestão alimentar utilizou-se balança analítica 
(Mark 500, Bel Engeenering, Itália), sendo aferidos uma vez por semana durante as 8 semanas 
de experimento. 
Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com uma solução de 
Cetamina de Sódio (0,1 g/Kg), Diazepam (5mg/Kg) e Xilazina (3 mg/Kg). Após a perda dos 
reflexos de pata e córnea, uma parte do tecido hepático foi extraída, pesada, colocada em 
tubos e armazenadas em freezer -80 ºC para posteriores análises, sendo este o controle 
negativo do estímulo da insulina. Imediatamente após foi feita a infusão, via veia cava, de 
insulina 5 UI e após 45 segundos da aplicação foi retirado o restante do lóbulo médio 
hepático, sendo este tecido o controle positivo do estímulo. Na sequência, o sangue dos 
animais foi coletado por punção cardíaca, posteriormente centrifugado (Centrifuga 5417R, 
Eppendorf, EUA) a temperatura ambiente a 3500 rpm por 30 minutos, e, em seguida, 
armazenado em micro tubos a -80 ºC.  
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- Teste de tolerância à glicose (GTT) 
O GTT foi realizado após 8 horas de jejum. Por meio de corte na extremidade da 
cauda do animal foi efetuada uma primeira coleta de sangue para a dosagem de glicose 
(Glicômetro, Accu-check, Performa, Roche, Alemanha), o que equivale ao tempo zero (t0) do 
teste. Em seguida, foi realizada a injeção de uma solução glicosada a 25% (1 g/Kg de peso 
corporal), administrada intraperitonealmente, com posteriores coletas de amostras sanguíneas 
nos tempos 15, 30, 60, 120 minutos, para as dosagens de glicose. Para calcular a resposta ao 
estímulo de glicose durante ao teste de tolerância a glicose foi estimada a área total sob a 
curva de glicemia pelo método trapezoidal.  
- Western blotting 
Os tecidos foram homogeneizados com tampão Triton-100 com inibidores de proteases 
usando o politron (Polytron-Aggregate, Kinematica, Littau/Luzern, Switzerland). A 
concentração proteica foi determinada com ensaio com kit corante de proteína (Bio-rad 
Laboratories, Hercules, CA).  
Após rápida fervura (5 min/100 C) dos extratos hepáticos totais proteicos ou dos 
imunocomplexos ressuspensos em tampão de Laemmli, os extratos proteicos (50 µg de 
proteína) foram aplicados em gel de poliacrilamida para separação por eletroforese (SDS-
PAGE). As proteínas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de 
nitrocelulose em aparelho de transferência molhada da BIO-RAD em tampão de transferência 
contendo metanol e SDS. A ligação do anticorpo a proteínas não-específicas foi minimizada 
pela pré-incubação da membrana de nitrocelulose com tampão de bloqueio (5% de albumina; 
10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0.02% de Tween 20) “overnight”. A membrana de 
nitrocelulose foi incubada “overnight” com anticorpo específico (PEPCK: sc-32879 e pAKT: 
cell-4060S; β-actina: ab8227). As membranas foram então incubadas com uma solução 
contendo anticorpo secundário e este conjugado a uma enzima peroxidase a temperatura 
ambiente. O sinal foi detectado através de quimiluminescência utilizando kit (Termo 
Scientific #34078) e seguindo as orientações do fabricante. As bandas identificadas na 
autorradiografia foram quantificadas através de densitometria óptica (UN-Scan-it Gel 6.1, 
Silk Scientific Inc, Orem, Utah, EUA). 
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- Avaliação histológica 
 Os tecidos hepáticos dos camundongos (n=3 por grupo) foram perfundidos com 
solução de 4% de paraformoldeído durante o sacrifício. Em seguida, os cortes de tecido 
hepático, com aproximadamente 3 cm, foram fixados em formol a 6% por aproximadamente 6 
horas. Na sequência, os cortes foram lavados em água corrente por 40 minutos e colocados no 
processador de tecido com as seguintes soluções: solução de álcool a 70%; solução de álcool a 
80%; solução de álcool a 90%; solução de álcool a 99%; xilol I; xilol II; parafina I; parafina II 
a 65 ºC. Após serem embebidos em parafina, os cortes foram incorporados em molde, 
cortados em micrômetro (5 mm) e por fim, corados com hematoxicilina e eosina (H&E). A 
histologia foi explorada utilizando microscópio (Leica FW 4500 B, Suíça). 
- Análise estatística 
Os resultados foram apresentados como media  desvio padrão (DP). Após teste de 
normalidade dos dados (Shapiro-Wilk test), os resultados foram analisados por análise de 
Variância (ANOVA) de comparações múltiplas, a 95% de confiança, para verificar as 
diferenças entre grupos. Os gráficos e análise estatística foram feitos utilizando-se o Programa 
GraphPad Prism software versão 5.00 (Trial). 
 
5.3 Resultados e Discussões 
- Concentração de fenólicos totais nos talos e folhas de beterraba 
Analisando-se a concentração de fenólicos totais nas amostras de folhas e talos de 
beterraba, observou-se que após a secagem a 180 ºC por 45 minutos a concentração foi de 9,5 
mg EAG/g de folhas e talos desidratados. Após a liofilização das amostras de talos e folhas de 
beterraba, a concentração foi de 8,79 mg EAG/g de folhas e talos desidratados. 
- Identificação dos compostos presentes nos extratos 
Foram identificados diferentes compostos no extrato de talos e folhas de beterraba 
desidratados em forno, sendo todos identificados como derivados da vitexina com base no 
espectro de massas. Os três principais compostos apresentaram tempo de retenção de, 
aproximadamente, 20.0 min, 22.0 min e 24.0 min (Figura 2). O composto que eluiu com 
aproximadamente 20 min foi a vitexina-2-raminosídeo que apresentou a massa de 577 m/z [M 
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– H]- e o fragmento 413 m/z [M – H]- e o fragmento característico da vitexina o 293 m/z [M – 
H]
-
 (Figura 3-A). Já os compostos que eluiram com aproximadamente 22 min e 24 min 
apresentaram massa de 605 m/z [M – H]- com o fragmento 293 m/z [M – H]- característicos da 
vitexina e, consequentemente, foram identificados como derivados desse composto (Figura 3-
B e 3-C). A maioria dos demais compostos presentes no extrato de talos e folhas de beterraba 
em forno também apresentaram fragmento 293 m/z [M – H]- e consequentemente também 
foram identificados como derivados da vitexina.  
 
Figura 2. Cromatograma obtido no sistema UHPLC-MS/MS na identificação dos compostos 
presentes no extrato de talos e folhas de beterraba desidratados. 
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Figura 3. Espectros de massas dos principais compostos presentes no extrato de talos e folhas 
de beterraba desidratados (A, B e C). 
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Esses resultados são coerentes com o trabalho disponível na literatura sobre a 
identificação de compostos fenólicos presentes nos talos e as folhas de beterraba sendo que 
apenas Kujala et al. (2002) mostraram que a maioria dos compostos presentes na folha de 
beterraba são derivados da vitexina. 
 Apesar de haver estudos que identificam a presença de betalaínas na beterraba 
(Koubaier et al., 2014), os resultados do presente estudo não identificaram nenhum composto 
dessa classe nos extratos analisados, uma vez que não houve picos presentes nos 
cromatogramas obtidos em comprimento de onda acima de 400 nm (Figura 4-A e B).  
 
 
 
 
 
Figura 4. Cromatograma obtido no sistema UHPLC-MS/MS em A (484 nm) e em B (535 
nm) das amostras de folhas e talos de beterraba desidratados. 
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- Determinação da concentração de compostos fenólicos por HPLC  
A Figura 5 mostra os cromatogramas obtidos pelas análises do padrão de vitexina 2-
raminosídeo (Figura 5-A) e dos extratos das folhas e talos de beterraba desidratados ao forno 
e por liofilização por HPLC (Figura 5-B). A vitexina 2-ramnosídeo foi identificada pela 
comparação dos tempos de retenção do padrão apresentado na Figura 5-A e quantificada com 
base na sua curva de calibração. Nas amostras foram analisados treze compostos identificados 
como derivados da vitexina, conforme descrito na sessão anterior. Esses compostos foram 
quantificados utilizando a curva de calibração de vitexina 2-raminosídeo e expressos como 
equivalentes desse composto. Na Figura 5-A, o pico identificado com o número 4 corresponde 
ao composto vitexina 2-ramnosídeo, composto fenólico predominante, representando 
aproximadamente 40% dos compostos identificados nos extratos. 
 
 
Figura 5. Cromatograma obtido por HPLC a 320 nm do padrão de vitexina 2-raminosídeo 
(A) e das amostras de folhas e talos de beterraba desidratadas e liofilizadas (B). [(4) vitexina 
2-ramnosídeo; (demais compostos) derivados da vitexina 2-ramnosídeo]. 
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 Os extratos de talos e folhas de beterraba desidratados em forno e liofilizados 
apresentaram um perfil similar em termos de compostos, apesar de haver diferenças em 
termos quantitativos. Também observou-se diferença em termos qualitativos de alguns 
compostos que estavam presentes somente no extrato desidratado em forno (picos 10, 12 e 
13). Por outro lado, o extrato liofilizado apresentou maiores quantidades dos compostos 
majoritários, a vitexina 2-raminosídeo (pico 4) e os derivados da vitexina (picos 6, 7, 8). 
Apesar das particularidades no perfil das amostras, não foi possível realizar análises de 
associação visando verificar a quantidade desses compostos nas dietas fornecidas aos animais 
e suas possíveis consequências nos resultados obtidos após as 8 semanas de experimento. 
Futuramente, sugere-se que esse tipo de análise seja conduzido com esse intuito.  
 
- Ganho de peso e Ingestão alimentar 
Observou-se maior (p < 0,05) ganho de peso nos animais do grupo HL em comparação 
aos animais do grupo CT e essa diferença se deu a partir da 3
a
 semana de experimento (Figura 
6-A). A adição de talos e folhas de beterraba não alterou o ganho de peso dos animais, apesar 
de mostrar uma tendência de redução de peso quando há suplementação de folhas e talos de 
beterraba desidratados (HLFL) e liofilizados (HLLi) quando comparados ao grupo HL.  
No que se refere à ingestão alimentar não houve diferença (p > 0,05), sendo as médias 
de consumo de: HL = 3,57 g/dia (18,19 calorias/dia); CT = 5,25 g/dia (18,92 calorias/dia); 
HLEX = 4,87 g/dia (24,82 calorias/dia); HLFL = 3,41g/dia (17,38 calorias/dia) e  HLLi = 
3,43 g/dia (17,50 calorias/dia). 
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Figura 6. Evolução do ganho de peso durante o período de tratamento (A) e diferença no 
ganho de peso final e inicial (B) dos animais que consumiram dieta controle ou hiperlipídica, 
suplementadas ou não com extrato de folha e talo de beterraba durante 9 semanas de 
experimento. Os valores estão apresentados como média (± DP), n = 5 por grupo. CT: grupo 
controle; HL: hiperlipídico; HLEX: hiperlipídico suplementado com extrato; HLFL: 
hiperlipídico suplementado com talos e folhas de beterraba desidratados; HLLi: hiperlipídico 
suplementado com talos e folhas de beterraba liofilizados.  
*Diferença estatística (p < 0,05) 
 
Baseando-se na quantidade média da ingestão alimentar desses animais, a quantidade 
de fenólicos por grupo não foi diferente visto que o grupo que recebeu extrato de folhas e 
talos de beterraba (HLEX) ingeriu, em média 0,23 mg EAG/dia, já os animais que receberam 
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talos e folhas de beterraba desidratados em forno (HLFL) ingeriram 0,16 mg EAG/dia e na 
forma liofilizada (HLLi), 0,14 mg EAG/dia. 
 Em nosso estudo a dieta hiperlipídica foi eficaz na indução de obesidade, e os talos e 
folhas de beterraba mostraram uma tendência em reduzir o ganho de peso nos animais HLFL 
e HLLi. Kesh et al. (2014) analisaram a suplementação de ácido ferúlico na dieta hiperlipídica 
em modelos experimentais durante 8 semanas e observaram redução do ganho de peso desses 
animais, o que corrobora os nossos resultados. 
 Naowaboot et al. (2016) também investigaram o efeito do ácido ferúlico 
(concentrações de 25 mg/kg dieta e de 50 mg/kg dieta), um ácido fenólico comumente 
encontrado em plantas, sobre a resistência à insulina e o mecanismo molecular que regula a 
homeostase lipídica e glicêmica na obesidade em camundongos. Os autores observaram 
diminuição na ingestão alimentar dos animais que receberam suplementação com ácido 
ferúlico na dieta de animais hiperlipídicos durante 8 semanas de experimento. Esses 
resultados divergem do nosso trabalho, uma vez que não houve diferença entre a ingestão 
alimentar quando a dieta HL foi suplementada com talos e folhas de beterraba. As diferenças 
obtidas podem ser explicadas pela diferença da dose e da metodologia utilizadas para 
suplementação, sendo que Naowaboot et al. (2016) suplementaram os animais com o 
composto isolado com concentrações diferentes (25 mg/kg e 50 mg/kg). 
 
- Histologia do tecido hepático 
 As imagens histológicas dos fígados dos animais corados com Hematoxilina e Eosina 
indicam a presença de esteatose hepática no grupo que recebeu dieta hiperlipídica (Figura 7-
B) quando comparado ao grupo controle (CT) (Figura 7-A). Ao analisar as lâminas dos 
grupos HLEX, HLFL e HLLi, observou-se diminuição do efeito “ballooning” observado no 
grupo hiperlipídico (Figuras, 7-C, 7-D e 7-E, respectivamente). 
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Figura 7. Exame histológico do tecido hepático (coloração H&E 20X) provindos dos grupos 
experimentais. A) fígado provindo do grupo CT; B) fígado provindo do grupo HL; C) fígado 
provindo do grupo HLEX; D) fígado provindo do grupo HLFL; E) fígado provindo do grupo 
HFLi (n = 3 por grupo). 
 
- Intolerância a glicose e Glicemia de jejum 
Em relação à glicemia de jejum dos animais após as 8 semanas de experimento, 
observou-se aumento nos animais HL quando comparada a do grupo CT (p < 0,05). A 
suplementação com talos e folhas de beterraba desidratados (HLFL) foi capaz de diminuir a 
glicemia desses animais (p < 0,05) (Figura 8-C). 
Os resultados do teste de GTT sugerem que os animais que receberam dieta 
hiperlipídica (HL) apresentaram maior área sob a curva de glicose (p < 0,05) um indicador de 
intolerância à glicose. A adição de talos e folhas de beterraba desidratados (HLFL) e 
liofilizados (HLLi) foi capaz de melhorar (p < 0,05) a tolerância a glicose nos animais que 
receberam dieta hiperlipídica (HL) (Figura 8-B). 
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Figura 8. Teste de tolerância à glicose ao final do experimento (8 semanas). A: Curva de 
decaimento de glicemia após a injeção de glicose; B: Área sob a curva de 120 min; C: 
Glicemia de jejum. CT: grupo controle; HL: hiperlipídico; HLEX: hiperlipídico suplementado 
com extrato; HLFL: hiperlipídico suplementado com talos e folhas de beterraba desidratados; 
HLLi: hiperlipídico suplementado com talos e folhas de beterraba liofilizados.), (n=5 por 
grupo).  
*Diferença estatística (p < 0,05) 
 
Apesar de não haver estudos que analisam talos e folhas de beterraba na resistência a 
insulina, Son et al. (2011) relataram que a atividade anti-hiperglicêmica do ácido ferúlico, em 
ratos obesos induzidos por dieta hiperlipídica, foi mediada por meio da regulação da secreção 
de insulina e das inibições das atividades de G6-Pase e PEPCK. Esses achados sugerem que 
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os compostos bioativos podem exercer um papel importante regulação do metabolismo 
hepático. Portanto, tendo em vista os resultados obtidos até momento torna-se importante 
investigar se componentes bioativos presentes nos talos e nas folhas de beterraba utilizados no 
nosso estudo poderiam estar envolvidos na regulação da produção hepática de glicose e/ou 
modulação na via de sinalização da insulina no fígado dos animais estudados.    
 
- Ativação do conteúdo proteico de enzimas chave da gliconeogênese hepática e de 
proteínas de sinalização da via da insulina 
 
A regulação da gliconeogênese hepática é realizada pelas enzimas chave da produção 
de glicose hepática, PEPCK e G6Pase. O conteúdo e a atividade dessas enzimas estão 
aumentados em modelos de resistência à insulina (Cao et al., 2010; Kabir et al., 2005). O 
conteúdo proteico da PEPCK no fígado dos animais foi analisado por western blot ao final de 
8 semanas de dieta. Apesar de não ser diferente (p > 0,05) foi observado uma tendência do 
aumento do conteúdo da PEPCK no grupo hiperlipídico (HL) quando comparado ao grupo 
controle (CT). Quando os animais foram suplementados com adição de talos e folhas de 
beterraba na forma de extrato (HLEX), desidratados (HLFL) e liofilizados (HLLi)  observou-
se diminuição significativa da PEPCK (p < 0,05) (Figura 9). 
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Figura 9. Análise de Western blotting de PEPCK no fígado. Western blotting os dados 
mostram a razão PEPCK/β-actina em fígado de animais após 8 semanas de experimento. Os 
valores estão apresentados como média ± SEM, CT: grupo controle; HL: hiperlipídico; 
HLEX: hiperlipídico suplementado com extrato; HLFL: hiperlipídico suplementado com talos 
e folhas de beterraba desidratados; HLLi: hiperlipídico suplementado com talos e folhas de 
beterraba liofilizados.),  n=4-5 animais por grupo.  
*Diferença estatística (p < 0,05) 
 
Para avaliar a resistência à insulina hepática, os animais foram estimulados com 
insulina e o tecido hepático foi utilizado para análise da via de sinalização de insulina por 
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western blot. Foi observado que a adição de talos e folhas de beterraba na forma de extrato 
(HLEX), desidratados (HLFL) e liofilizados (HLLi) resultou em aumento da fosforilação da 
AKT após estímulo com insulina quando comparado ao grupo HL, o que pode ser indicativo 
de maior sensibilidade à insulina. Inesperadamente, não observou-se diferença estatística na 
fosforilação da AKT entre o grupo controle (CT) e hiperlipídico (HL), conforme observado 
por vários grupos de pesquisa. Em análise mais detalhada dos resultados, notou-se que dois 
animais no grupo HL foram hiperresponsivos ao estímulo e apresentaram fosforilação da 
AKT acima da média do grupo. Pode-se também explicar esses resultados por falhas durante a 
condução do experimento, já que se trata de um teste fisiológico da ação da insulina no animal 
anestesiado, ainda, envolvendo muitas etapas, resultando em muitas variáveis que poderiam 
influenciar o resultado final (Figura 10). 
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Figura 10. Análise de Western blotting de p-AKT no fígado. Os dados mostram a razão 
pAKT/β-actina em fígado de animais após 8 semanas de experimento. Os valores estão 
apresentados como média ± SEM, CT: grupo controle; HL: hiperlipídico; HLEX: 
hiperlipídico suplementado com extrato; HLFL: hiperlipídico suplementado com talos e 
folhas de beterraba desidratados; HLLi: hiperlipídico suplementado com talos e folhas de 
beterraba liofilizados.),  n = 4 - 5 animais por grupo. 
 
75 
 
Sabe-se que a insulina desempenha, no tecido hepático, um papel regulatório para 
manutenção da homeostasia de glicose e do crescimento e diferenciação celular (Carvalheira 
et al., 2002). Em estado fisiológico, o hormônio insulina se liga ao seu receptor específico de 
membrana (IR), gerando uma série de reações que levam à fosforilação e ativação dos 
substratos do receptor de insulina (IRS 1 e IRS 2) (Gonzalez & Mcgraw, 2006). 
Posteriormente, há fosforilação e ativação da proteína fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), que, 
por sua vez, fosforila fosfoinositídios de membrana, que fosforila PIP2 e leva a produção de 
PIP3. Logo após, a PIP3 ativa a fosfatidilinositol-quinase dependente de proteína PDK, 
ativando também as isoformas da AKT (Dam et al., 2005). A AKT, também chamada de 
proteína quinase B, torna-se ativa e propaga o sinal da insulina até o núcleo. Ocorre a 
fosforilação e exportação do fator de transcrição FOXO1 para o citosol, sendo então 
responsável pela regulação da expressão de enzimas regulatórias da via gliconeogênicas 
(Adina-zada et al., 2012).  
Em um quadro de obesidade onde há resistência a insulina esse controle 
gliconeogênico pode não ser realizado, uma vez que o receptor de insulina pode ser 
fosforilado em serina, sendo esta um tipo de fosforilação inibitória (Mayer & Belsham, 2010) 
que não desencadeia as reações fisiológicas. Samuel et al. (2007) mostraram que a resistência 
à insulina induzida pela obesidade pode ser decorrente da ativação sequencial da proteína 
quinase C (PKC), bem como da presença de elevados níveis de ácidos graxos livres 
circulantes que provoca menor fosforilação em sítios específicos e menor ativação de 
proteínas-chave da via da insulina. Dessa forma, quando há ausência do sinal da insulina, 
ocorre um aumento da síntese de genes responsáveis pela produção de enzimas da via da 
gliconeogênese, como fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose 6-fosfatase 
(G6Pase), resultando no aumento da glicemia de jejum (Samuel et al., 2007).  
Após 8 semanas de tratamento com talos e folhas de beterraba tanto desidratados em 
forno (HLFL) quanto liofilizados (HLLi), verificou-se que essa suplementação diminuiu 
significativamente a glicemia de jejum e a intolerância à glicose, indicadores importantes de 
maior sensibilidade à insulina no fígado (Figura 8). A resistência à insulina melhorada pode 
estar associada com a diminuição do armazenamento de TG hepático e, eventualmente, a 
gliconeogênese hepática. No presente estudo a histologia do tecido hepático dos animais 
mostrou presença de triglicerídeos no fígado dos animais que receberam dieta hiperlipídica 
(HL) e uma diminuição da presença de TG no fígado dos animais que receberam 
suplementação com talos e folhas de beterraba na forma de extrato (HLEX), desidratados 
(HLFL) e liofilizados (HLLi) (Figura 7).  
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Em relação às proteínas da gliconeogênese hepática, verificou-se que o tratamento 
com talos e folhas de beterraba na forma de extrato (HLEX), desidratados (HLFL) e 
liofilizados diminuiu a expressão da proteína PEPCK (p < 0,05) (Figura 9). Naowaboot et al. 
(2016) também verificaram que o tratamento com um composto fenólico (ácido férulico) 
reduziu a expressão da proteína PEPCK em animais obesos.  
Em síntese, o presente modelo experimental utilizando dieta hiperlipídica durante 8 
semanas de experimento resultou em ganho de peso, em aumento da glicemia e resistência a 
insulina. A adição de compostos fenólicos na forma de talos e folhas de beterraba 
desidratados na dieta hiperlipídica dos animais foi positiva em alguns parâmetros avaliados. 
Em relação ao ganho de peso dos animais, houve uma tendência em reduzir o peso dos 
animais quando os obesos receberam talos e folhas de beterraba desidratados e liofilizados, 
além de causar diminuição da glicemia de jejum em alguns animais (HLFL e HLLi). 
Ademais, no que se diz respeito a alguns mecanismos envolvidos na gliconeogênese hepática, 
houve modulação da PEPCK e aumento da fosforilação da AKT, que é um marcador 
importante da sensibilidade à insulina.  
Dessa forma, observou-se que a forma de administração, a dose utilizada e o tempo de 
intervenção podem ter interferido nos resultados envolvidos na gliconeogênese hepática. 
Sugere-se que tenha havido um efeito protetor da matriz alimentícia na biodisponibilidade dos 
fenólicos presentes nas folhas e talos de beterraba desidratados. Sabe-se que os compostos 
fenólicos com potencial antioxidante podem estar na forma livre e/ou na forma ligada nos 
alimentos de origem vegetal. Assim, ao suplementar a dieta com o extrato, apenas os 
compostos fenólicos livres e solúveis são capazes de serem absorvidos e disponibilizados para 
o organismo.  
Portanto, há necessidade de se realizar estudos futuros que avaliem a dose-resposta em 
função do tempo. Além disso, o isolamento de alguns compostos presentes nos talos e folhas 
de beterraba e sua administração por diferentes meios e em distintos protocolos experimentais 
poderia resultar em dados interessantes que auxiliem a compreensão das possíveis 
propriedades funcionais desse alimento. 
 
5.4 Conclusão 
Camundongos induzidos à obesidade, por meio de dieta rica em lipídeos saturados, 
apresentaram melhoria no ganho de peso, redução da resistência à insulina e redução da 
atividade da PEPCK quando receberam talos e folhas de beterraba na dieta. Observou-se 
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ainda que a desidratação em forno convencional não alterou o efeito hepatoprotetor das folhas 
e talos de beterraba, podendo ser uma alternativa de baixo custo para o uso dessa hortaliça na 
dieta habitual. Portanto, os resultados do presente trabalho mostraram que partes usualmente 
desprezadas da beterraba, como talos e folhas, podem ser utilizados como coadjuvantes em 
situações de obesidade visando melhorar os parâmetros metabólicos da glicose hepática em 
animais. Contudo, futuras investigações devem ser conduzidas com intuito de avaliar qual a 
melhor dose-resposta, o tempo de intervenção ideal e a forma de administração efetiva desse 
alimento, em função da identificação dos compostos fenólicos potencialmente bioativos e 
com propriedades funcionais específicas. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
- Observou-se redução da glicemia nos animais experimentais (camundongos Swiss), em 
relação ao hiperlipídico, quando o grupo hiperlipídico foi suplementado com talos e folhas de 
beterraba desidratados; 
- A suplementação com talos e folhas de beterraba desidratados foi capaz de reduzir o estresse 
oxidativo nos animais que receberam a dieta hiperlipídica, observado por meio da menor 
concentração de MDA hepático, além da diminuição da atividade das enzimas antioxidantes 
GPx e da GR; 
- A suplementação da dieta com talos e folhas de beterraba, em situação de obesidade, pode 
contribuir para atenuar o estresse oxidativo e melhorar os parâmetros metabólicos envolvidos 
na inflamação sistêmica de camundongos; 
- Animais induzidos à obesidade com dieta hiperlipídica apresentaram melhoria no ganho de 
peso, redução da resistência à insulina e redução da atividade da PEPCK quando receberam 
talos e folhas de beterraba na dieta;  
- A suplementação com talos e folhas de beterraba reduziu a esteatose hepática presente no 
modelo de obesidade induzido por dieta hiperlipídica; 
- Apesar de identificar presença de expressiva de derivados de vitexina nas folhas e talos de 
beterraba desidratada e liofilizada, trabalhos futuros devem ser conduzidos com intuito de 
estudar a melhor dose-resposta, o tempo de intervenção ideal e a forma de administração 
efetiva desse alimento;  
- Os achados indicam que as folhas e talos de beterraba podem ser um alimento de baixo custo 
com potencial efeito funcional em situações de saúde que requerem atenção, como a 
obesidade.  
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